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VOORWOORD
Wanneer iemand mij vraagt wat ik onderzocht tijdens mijn doctoraat en
ik antwoord dat ik schimmels en gisten bestudeerde, krijg ik meestal een
verwonderde lach terug. Wanneer je het woord ‘schimmels’ zegt, denken
velen meteen aan de wollige structuren op bedorven voedsel of aan de
schimmels die op voeten groeien. Ik heb dan ook frequent ‘de eer’ gehad om
dergelijke tenen en voedselresten te mogen aanschouwen. Schimmels en
gisten zijn echter veel meer dan dat. Deze fungi vormden samen met de
planten 1-2 miljard jaren geleden de eerste multi-cellulaire levensvormen.
Fungi komen tot op vandaag overal ter wereld voor en beïnvloeden dagelijks
ons leven in verschillende gebieden, nl. de industrie, het ecosysteem en de
gezondheid.
De ‘medische mycologie’ houdt zich bezig met de studie van medisch
belangrijke fungi en de infecties die zij veroorzaken bij mens en dier. Het is
één van de jongste subspecialisaties in het domein van de microbiologie en
infectieuze aandoeningen. De geschiedenis van de medische mycologie
begint aan het eind van de 19de eeuw toen naast bacteriën en virussen ook
fungi als veroorzakers van infectieuze aandoeningen erkend werden (Espinel-
Ingroff, 1996). ‘It was time to think fungus’. In het eerste deel van de 20ste
eeuw ligt de focus hoofdzakelijk op de herkenning van oppervlakkige
mycotische infecties en de identificatie van de pathogenen. In de tweede helft
van de 20ste eeuw nam echter het klinisch belang van mycotische infecties
sterk toe (Odds, 2000), waardoor vanaf 1970 de aandacht vooral uitging naar
de meer levensbedreigende systemische infecties (Idemyor, 2003).
De verschuiving van het accent van morbiditeit naar mortaliteit is
samengegaan met een sterke toename in fundamenteel onderzoek over
pathogene fungi zoals Candida spp., Aspergillus fumigatus en Cryptococcus
neoformans. Succesvolle en betrouwbare methoden voor de diagnose van
levensbedreigende mycosen zijn sindsdien echter weinig geëvolueerd (Odds,
2000). In vergelijking met de bacteriologie en de virologie is de mycologie nog
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steeds een minder bestudeerd gebied en daarom zijn meer onderzoek en een
goede opleiding van nieuwe krachten erin broodnodig.
In 2000 maakte ik als thesisstudente in het laboratorium voor
Farmaceutische Microbiologie onder de directe begeleiding van Dr. Tiene
Bauters voor het eerst kennis met de medische mycologie. Mijn grote
interesse erin was dan ook meteen de aanleiding om in 2001 met veel
enthousiasme een doctoraatsonderzoek in dit fascinerend domein aan te
vangen.
Logo: ‘Pharmaceutical Microbiology div. Mycology Ghent’
Ontwerp: Muriel De Vos & Kris Honraet
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Lijst van gebruikte afkortingen 1
LIJST VAN GEBRUIKTE AFKORTINGEN
3-o-MFP 3-o-methylfluoresceïne fosfaat
AAMI American Association of Medical
Instrumentation
ABPA allergische bronchopulmonaire
aspergillose
AL antilichamen
AMB Amfotericine B
AP Alkalisch fosfatase
ATCC American Type Culture Collection
ATP adenosinetrifosfaat
BCCM ‘Belgian Coordinated Collection of
Microorganisms’
BSA runder serum albumine
CA Candida albicans
CAS caspofungine
CFDA carboxyfluoresceïne diacetaat
CP Candida parapsilosis
CG Candida glabrata
ConA Concanavaline A
DMSO dimethylsulfoxide
DNA desoxyribonucleïnezuur
DTT dithiotreitol
EDTA ethyleendiaminetetra-acetaat
EDTA ‘European Dialysis and Transplant
Association’
EFM epifluorescentiemicroscopie
ELISA enzyme-linked immunosorbent
assay
ERA ‘European Renal Association’
EtBr ethidiumbromide
EUCAST ‘European Committee for Antibiotic
Susceptibility Testing’
FCM flow cytometrie
FCZ fluconazol
FDA fluoresceïne diacetaat
FDP fluoresceïne difosfaat
FITC fluoresceïne isothiocyanaat
FISH fluorescente in-situ hybridisatie
FW fysiologisch water
IA invasieve aspergillose
IHEM Instituut voor Hygiëne en
Epidemiologie, afdeling Mycology
IV intraveneus
KT kamertemperatuur
KVE kolonievormende eenheid
MEA mout extract agar
MEB mout extract bouillon
MFC minimaal fungicide concentratie
MI methylindol
MI- methylindoxyl-
MIC minimaal inhiberende concentratie
MOPS 3-(N-morpholino) propaansulfonzuur
MTT 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolylyl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazolium-bromide
MU methylumbelliferone
NCCLS ‘National Committee for Clinical
Laboratory Standards’
NRS normaal konijn serum
NT ‘non-trailing’
PCR ‘polymerase chain reaction’
PI propidiumjodide
PNA peptide nucleïnezuur
PMT ‘photomultiplier tube’
RES resorufine
RNA nucleïnezuur
RPMI ‘Roswell Park Memorial Institute’
S10A S10 agar a
S10B S10 bouillon a
SGA Sabouraud glucose agar
SGB Sabouraud glucose bouillon
2 Lijst van gebruikte afkortingen
SGA+ Sabouraud glucose agar met
chloramfenicola
SGA+A Sabouraud glucose agar met
chloramfenicol en cycloheximide a
SGB-T Sabouraud glucose bouillon met
ticarcillin-clavulaanzuur a
SGB-T* Sabouraud glucose bouillon met
ticarcillin-
clavulaanzuur en groeifactoren a
SDS natriumlaurylsulfaat
Sp./Spp. species (enkelvoud/meervoud)
T ‘trailing’
TGEA trypton glucose extract agar a
TRITC tetramethyl rhodamine
isothiocyanaat
TSA trypton soja agar
TSB tryton soja bouillon
TSB-T* trypton soja bouillon met ticarcillin-
clavulaanzuur en groeifactoren a
Tris tris(hydroxymethyl)aminomethaan
TBE tris-zout buffer met boorzuur b
TBS tris-zout buffer b
TE tris-zout buffer met EDTA b
TSE tris-zout buffer met EDTA b
TS tris-zout buffer b
TTBS tris-zout buffer met Tween b
UZG Universitair Ziekenhuis Gent
VBNC ‘viable but non culturable’
VFC vaste fase cytometrie
V6f leefbaarheidssubstraat voor fungi:
ChemChrome®V6 in ChemSol®B2
V6b leefbaarheidssubstraat voor bacteriën:
ChemChrome®V6 in ChemSol®B16
WGA ‘wheat germ’ agglutinine
XTT 3'-[1-[(phenylamino)-carbonyl]-3,4-
tetrazolium]-bis(4-methoxy-6-nitro)-
benzeen-sulfonzuur hydraat
a zie Hoofdstuk 4 en Hoofdstuk 5 (3.1.2) voor de samenstelling van groeimedia
b zie Hoofdstuk 4 en Hoofdstuk 6 (3.1.3) voor de samenstelling van buffers
Probleem- en doelstelling 3
PROBLEEMSTELLING & DOELSTELLING
Moderne technieken voor de identificatie van schimmels zijn gesteund
op het aantonen van morfologische, biochemische en fysiologische
kenmerken. Microscopie neemt in dit verband nog steeds een belangrijke
plaats in. Gisten worden routinematig voornamelijk geïdentificeerd aan de
hand van commerciële biochemische testen die gebruik maken van
substraatassimilatie. Al deze identificatietechnieken nemen minimaal 48u tot
meerdere dagen in beslag, omdat zij een voorafgaande isolatie van het
organisme vereisen en sommige van deze technieken zelf ook een groeistap
omvatten.
Complementair met deze identificatiemethoden kunnen fungi in
lichaamsvochten en weefselsecties gevisualiseerd worden met behulp van
respectievelijk directe microscopie en histologie. Omdat deze beide
technieken snel maar niet-specifiek en vaak onvoldoende gevoelig zijn, blijft
het nodig om ze te combineren met de identificatie van het pathogeen na
isolatie, die dus de tijdslimiterende factor vormt bij de diagnose. Kortom, een
groot obstakel voor de vroegtijdige en succesvolle behandeling van invasieve
mycosen is het gebrek aan snelle, gevoelige én specifieke detectiemethoden.
Ook de detectie in niet-klinische monsters zoals water en lucht in
microbiologisch gecontroleerde omgevingen gebeurt via isolatie van de fungi.
De kweek vanuit deze monsters neemt gemiddeld 3 tot 5 dagen in beslag,
zodat de resultaten eerder retrospectieve informatie over de microbiële
contaminatie verschaffen. Water of lucht kunnen echter als vehikel fungeren
voor de transmissie van fungi en bijgevolg in een hospitaal een exogene bron
vormen voor invasieve mycotische infecties bij immuungecompromitteerde
patiënten. De kweekmethoden zijn bovendien niet in staat om dode, subletaal
beschadigde of leefbare maar niet-kweekbare cellen aan te tonen, die vooral
in omgevingsmonsters van belang kunnen zijn.
Omwille van beide beperkingen (trage en niet-universele detectie) is er
een behoefte aan snellere, niet op kweek gesteunde methoden die bovendien
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specifiek (detectie van doelmicro-organismen) en gevoelig (lage detectie-
limiet) zijn. Onder de bestaande snelle methoden nemen PCR en
immunologische technieken (bv. ELISA), gebruikt voor het opsporen van
respectievelijk DNA en antigenen, een belangrijke plaats in. Deze technieken
zijn vaak een compromis in termen van specificiteit en snelheid (sterke
punten) versus gevoeligheid (veelal een zwak punt). Bovendien tonen zij
enkel subeenheden en geen integrale cellen van het etiologisch agens aan,
zodat zij strikt genomen geen definitieve diagnose opleveren. De op
fluorescentie gesteunde technieken epifluorescentiemicroscopie, flow
cytometrie (FCM) en vaste fase cytometrie (VFC) detecteren wel integrale
cellen en zijn eerder een compromis in termen van snelheid en gevoeligheid
(sterke punten) versus specificiteit (zwak punt).
VFC laat toe om na een 1u-durende, niet-specifieke fluorescente
merking op basis van carboxyfluoresceïne diacetaat, enkelvoudige cellen van
micro-organismen op een membraanfilter te detecteren en te tellen met een
theoretische detectielimiet van 1 cel per gefiltreerd volume. De mogelijkheden
van VFC worden vooral in de industrie benut, waarbij de focus ligt in het
domein van de bacteriologische monitoring van drinkwater en van
productieprocessen, met in sommige gevallen een specifieke detectie van
welbepaalde bacteriën (bv. Legionella).
VFC werd echter nauwelijks bestudeerd in een klinische context en werd
voor de detectie van fungi, in tegenstelling tot bacteriën, nog maar zelden
gebruikt. Enkel T. Bauters heeft enig pionierswerk m.b.t. de detectie van C.
albicans in bloed en Cr.  neoformans in cerebrospinaal vocht en serum
verricht. Afgezien van de ‘standaard’ fluorescente merking met carboxy-
fluoresceïne diacetaat werden andere fluorescente merkers echter zo goed
als niet toegepast in VFC. Vergeleken met de traditionele kweekmethoden
zou deze techniek in combinatie met een ‘panel’ van fluorescente merkers
subtielere informatie kunnen verschaffen over de vitaliteit en de mortaliteit van
cellen, bv. na blootstelling aan antimycotica in de context van susceptibiliteits-
testen.
Probleem- en doelstelling 5
In het licht van het geschetste potentieel van VFC voor de detectie van
fungi en de evaluatie van de ‘leven-dood status’ ervan zijn de objectieven in
dit proefschrift de volgende:
1. De ontwikkeling van een specifieke methode voor de detectie van A.
fumigatus in klinische monsters (sputum, BAL).
2. De ontwikkeling en de toepassing van een methode voor de selectieve
detectie van fungi, in aanwezigheid van bacteriën, in ‘kritische’ waters in
het hospitaal (behandelde hospitaalwaters, dialysaten, endoscoop
spoelwaters).
3. De evaluatie van de compatibiliteit van verschillende fluorescente probes
voor de merking van fungi (meer bepaald gisten) met VFC.
4. De toepassing van een ‘panel’ van fluorescente merkers voor de studie van
bepaalde aspecten van de interactie tussen fungi (gisten) en antimycotica,
met name de bepaling van de MFC en de MIC en de opheldering van het
fenomeen van ‘trailing’ in susceptibiliteitstesten.
6
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DEEL I
ALGEMENE INLEIDING
HOOFDSTUK 1: FUNGI
1. EEN OPMARS VAN INFECTIES DOOR FUNGI
Fungi zijn alomtegenwoordig in de natuur, op en in ons lichaam, in de
lucht die we inademen, in het voedsel dat we eten en het water dat we
drinken. Gelukkig zijn de meeste van deze fungi onschuldig en sommige zijn
zelfs van levensbelang (Deacon, 1997a). Fungi met een optimale groei bij
37°C kunnen echter bij de mens oppervlakkige of diepe infecties veroorzaken
(Fisher & Cook, 1998). Hoewel in de Westerse wereld diepe infecties door
fungi eerder zeldzaam zijn, komen ze de jongste 20 jaar toch steeds vaker
voor, met name in het ziekenhuis (Idemyor, 2003). De belangrijkste oorzaak
daarvan is een stijging van het aantal patiënten met een onderdrukt
afweersysteem (Procop & Roberts, 2004). Deze stijging kan worden verklaard
door een toename van de frequentie van invasieve ingrepen, van ziekten
zoals AIDS, kanker en diabetes en van het gebruik van geneesmiddelen die
het afweersysteem onderdrukken zoals cytostatica, corticosteroïden en
antibiotica (Idemyor, 2003). Bij immuungedeprimeerde* patiënten kunnen
fungi levensbedreigende infecties veroorzaken (Fridkin & Jarvis, 1996).
2. ALGEMENE EIGENSCHAPPEN
Fungi zijn eukaryotische micro-organismen (Deacon, 1997a). Zij
onderscheiden zich van bacteriën o.a. door het bezit van een celkern
(nucleus), mitochondriën* en een endoplasmatisch reticulum*. Het zijn
heterotrofe* organismen, dit zijn micro-organismen die hun organische
bouwstenen vanuit het milieu opnemen. Rond het cytoplasma* of de interne
matrix bevindt zich het cytoplasmatisch membraan dat is samengesteld uit
een fosfolipide dubbellaag met daarin ergosterol*. Hierrond is een
beschermende celwand gelegen, opgebouwd uit polysacchariden, zoals
* zie verklarende woordenlijst
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Fig. 1.2: Gespecialiseerde hyfe-
structuur als voortplantingsvorm.
glucanen, chitine*, mannanen of galactomannanen, en glycoproteïnen
(Kartsonis et al., 2003; Denning, 2003). Deze structurele proteïnen vormen de
antigenen op de celwand. Onder andere door de aanwezigheid van ergosterol
en een celwand onderscheiden de fungi zich van de dierlijke cellen.
3. OPBOUW
Tot de fungi behoren de schimmels, de gisten en
de dimorfe fungi (de Hoog et al., 2000). De schimmels
zijn draadvormige fungi waarvan de groei een typisch
stoffig, wollig of harig uitzicht heeft. De meeste
schimmels hebben een vegetatieve vorm en een
voortplantingsvorm (Kwon-Chung & Bennet, 1992a). De
vegetatieve vorm van een schimmel bestaat uit
draadvormige structuren, de hyfen of de filamenten, die
zich vertakken en uitgroeien in het voedingsmedium.
Deze hyfen zijn meestal door dwarswanden (septa)
verdeeld in verschillende cellen (Fig. 1.1). Het geheel of
een deel van de hyfen wordt het mycelium genoemd.
De voortplantingsvorm van schimmels die
de sporen* (conidia*) draagt kan een
zakvormige structuur zijn, het sporangium*, of
een gespecialiseerde hyfestructuur, de
conidiofoor* (Deacon, 1997a) (Fig. 1.2). De kleur
en de vorm van de voortplantings-structuren
kunnen worden benut voor de identificatie van
een onbekende schimmel (de Hoog et al., 2000).
De gevormde sporen zijn dikwandige structuren
met een lage metabole activiteit die in gunstige omstandigheden kunnen
ontkiemen (Fig. 1.3) (Deacon, 1997b).
Fig. 1.1: Hyfen mét septa
(a) en zonder septa (b).
Hoofdstuk 1: Fungi 9
Fig. 1.3: Ontkieming van een spore tot een hyfe met een groeiende eindcel of apicale cel.
Gisten zijn in tegenstelling tot schimmels ééncellige, ovale of ronde
micro-organismen en zij vormen gladde kolonies (Kwon-Chung & Bennet,
1992a). De gisten kunnen op basis van hun biochemische eigenschappen
worden gedifferentieerd (de Hoog et al., 2000). De voortplanting bij gisten
gebeurt meestal door vorming van knoppen (blastoconidia) en in mindere
mate door fissie* (Fig. 1.4A) (Calderone, 2002). Bij knopvorming* groeit een
knop op een moedercel uit tot een aparte cel die los komt van de moedercel.
In uitzonderlijke gevallen komen de uitgegroeide knoppen niet meteen los van
de moedercel en vormen zij een pseudo-mycelium*, opgebouwd uit ketens die
een sterke gelijkenis met een mycelium vertonen (Fig. 1.4B). Fissie is een
voortplantingswijze waarbij de cellen door één of meer dwarswanden worden
verdeeld en zo opnieuw aparte cellen vormen.
De dimorfe fungi vormen de derde groep. Deze kunnen, afhankelijk van
de groeiomstandigheden, overgaan van een ééncellige gistvorm (Fig. 1.4A)
naar een meercellige schimmelvorm met hyfen (Fig. 1.4C) en vice versa.
Deze reversibele verandering in hun groeipatroon wordt aangeduid met de
term dimorfisme (Deacon, 1997a).
B
Fig. 1.4: Vorming van blastoconidia (A), pseudo-hyfen (B) en hyfen (C) bij Candida spp.
(uit Calderone, 2002).
A C
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4. TAXONOMIE
Naast morfologisch gelijklopende kenmerken is vooral de
voortplantingswijze het essentiële taxonomisch criterium (Kwon-Chung &
Bennet, 1992a). De fungi worden in 6 divisies (afdelingen) ingedeeld. De
eerste 4 divisies (Mycomycota, Chytridiomycota, Oomycota en Zygomycota)
worden beschouwd als de lagere fungi omdat hun hyfen geen septa bevatten,
terwijl dit wel het geval is bij de hogere fungi van de divisies Ascomycota* en
Basidiomycota*. De meeste medisch belangrijke fungi behoren tot de divisies
Ascomycota, Basidiomycota en Zygomycota* (de Hoog et al., 2000) (Fig. 1.5).
De divisies (-mycota) wordt vervolgens opgedeeld in, respectievelijk, klassen
(-mycetes), ordes (-ales), families (-aceae), genera en soorten (species;
sp./spp.).
Fig. 1.5: Schematische weergave van de taxonomie van de medisch belangrijke fungi
Candida spp. en Aspergillus spp. (naar de Hoog et al., 2000).
5. KLINISCH BELANG
De aanwezigheid van fungi op/in het menselijk lichaam zonder
schadelijke gevolgen wordt aangeduid als kolonisatie*. Bij een infectie is er
daarentegen wel sprake van schade. Infecties veroorzaakt door schimmels of
gisten worden mycosen genoemd. Wanneer pathogenen enkel voorkomen
onder welbepaalde omstandigheden worden zij als ‘opportunistisch’* of
‘conditioneel’ betiteld. In de striktere betekenis zijn opportunistische micro-
organismen enkel pathogeen voor immuungedeprimeerde patiënten.
Opportunistische schimmels behoren vooral tot de genera Aspergillus, Mucor,
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Rhizopus of Rhizomucor, en gisten tot de genera Candida, Cryptococcus of
een aantal vertegenwoordigers van de zogenaamde zwarte gisten* zoals
Exophiala spp. en Phialophora spp. (Fridkin & Jarvis, 1996; Fisher & Cook,
1998). Het zijn fungi die optimaal groeien bij lichaamstemperatuur en hun
pathogeen* gedrag ontwikkelen als gevolg van het falen van het
afweersysteem onder invloed van factoren zoals ouderdom, diabetes, kanker,
AIDS of het gebruik van afweeronderdrukkende medicatie (Procop & Roberts,
2004). Deze opportunistische mycosen worden nosocomiale* mycosen
genoemd wanneer zij secundair worden verworven in het ziekenhuis.
Er wordt een onderscheid gemaakt tussen oppervlakkige, (sub)cutane
en diepe mycosen (de Hoog et al., 2000). De oppervlakkige huidschimmel-
infecties, het meest voorkomende type van mycosen, zijn meestal het gevolg
van een direct contact met de fungi. De (sub)cutane mycosen daarentegen
zijn veelal het gevolg een inoculatie via een trauma (traumatisch inoculum*).
Bij de diepe mycosen wordt een onderscheid gemaakt tussen systemische en
gedissemineerde infecties. Bij gedissemineerde* infecties verspreiden de
kiemen zich via het bloed of de lymfe naar verschillende organen, terwijl de
systemische* infecties in de strikte betekenis gelokaliseerd blijven ter hoogte
van één dieper liggend weefsel of orgaan. De diepe mycosen komen het
meest frequent voor bij immuungedeprimeerde patiënten.
6. ANTIMYCOTICA
Voor de behandeling van mycosen wordt gebruik gemaakt van
antifungale middelen of antimycotica. Er kunnen vier grote groepen van
antimycotica onderscheiden worden: de polyenen, de azolen, de
echinocandinen en het 5-fluorocytosine. Aangezien het 5-fluorocytosine
steeds minder therapeutisch wordt aangewend en omdat het ook niet wordt
gebruikt in dit onderzoek, wordt het hier niet verder besproken.
6.1 POLYENEN
Alle vertegenwoordigers van de polyeenantibiotica groep zoals nystatine
en amfotericine B hebben een aantal geconjugeerde dubbele bindingen en
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een macrolide ring die gesloten wordt door een inwendige esterfunctie
(lacton).
Amfotericine B, geproduceerd door Streptomyces spp. (Polak, 1999),
wordt beschouwd als het meest doeltreffend antimycoticum voor de
behandeling van levensbedreigende systemische mycosen zoals aspergillose
(zie 7.2) (Liao et al., 2003). (Fig. 1.6). Het wordt intraveneus (IV) toegediend
en vertoont een hoge nefrotoxiciteit (Sanford et al., 2002). Formulaties van
amfotericine B op basis van een complexatie met lipiden zijn minder toxisch.
Amfotericine B bindt aan het ergosterol van het cytoplasmatisch
membraan van de fungi, met een verhoogde permeabiliteit van het membraan
en het verlies van de osmotische stabiliteit van de cel tot gevolg (Liao et al.,
2003). Het weglekken van K+ uit de cel evenals oxidatieve schade zijn
verantwoordelijk voor het fungistatisch* effect van amfotericine B. De
fungicide* werking is daarentegen toe te schrijven aan de irreversibele
inhibitie van het ATP-ase in het membraan.
6.2 AZOLEN
De azolen zijn een grote groep synthetische antimycotica met een lage
toxiciteit die op basis van hun structuur ingedeeld worden in imidazolen en
triazolen. Miconazol, clotrimazol en econazol worden uitwendig aangewend,
terwijl ketoconazol, voriconazol, itraconazol en fluconazol systemisch worden
toegediend (Sheehan et al., 1999). Het breedspectrum antimycoticum
fluconazol, een triazol, is een eerste-keuze preparaat bij infecties veroorzaakt
door Candida spp. (Polak, 1999) (zie 8.2).
Fig. 1.6:
Structuurformule
van amfotericine B
(uit O’Neil et al., 2001).
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Fluconazol interfereert met de ergosterolbiosynthese van de cel (Fig.
1.7). Door inhibitie van het C14-demethylase wordt er minder lanosterol
omgezet tot ergosterol. De opstapeling van lanosterol is toxisch voor de cel en
door de daling van het ergosterolgehalte gaat de stevigheid van het
cytoplasmatisch membraan verloren. De groei van de cellen wordt op deze
manier sterk afgeremd (Wingard & Leather, 2004).
6.3 ECHINOCANDINEN
De echinocandinen, met caspofungine
als belangrijkste vertegenwoordiger, zijn een
nieuwe klasse antimycotica (Garbino, 2004).
Caspofungine is een semi-synthetisch
cyclisch lipopeptide met een N-gekoppelde
acyl lipide zijketen (Denning, 2003) (Fig. 1.8).
Het is een breedspectrum antimycoticum dat
IV wordt toegediend bij vnl. oesofageale
candidiase, candidemie en andere invasieve
infecties door Candida spp. (Dupont, 2003;
Keating & Figgitt, 2003) (zie 8.2).
Caspofungine is equivalent qua efficiëntie aan amfotericine B, maar minder
toxisch. Ook blijken de echinocandinen werkzaam te zijn tegen
fluconazolresistente Candida spp. (Pfaller et al., 2003).
Fig. 1.8: Structuurformule van
caspofungine (uit Keating &
Figgitt, 2003).
Fig. 1.7: Inwerking van
fluconazol in de ergosterol-
biosynthese.
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Caspofungine inhibeert het beta-(1,3)-glucaan synthase met een
verminderde synthese van glucaan in de celwand als gevolg, waardoor de cel
gevoelig wordt voor osmotische lyse (Keating & Figgitt, 2003; Wingard &
Leather, 2004) (Fig. 1.9). Caspofungine heeft een fungicide werking tegenover
gisten (Denning, 2003).
7. ASPERGILLUS FUMIGATUS EN ASPERGILLOSE
7.1 ASPERGILLUS  FUMIGATUS
Aspergillus spp. zijn snelgroeiende, filamenteuze schimmels die behoren
tot de Basidiomycota. De hyfen zijn onderverdeeld door septa, hebben
meestal een diameter van 3-6µm en vertakken onder een hoek van 45° (de
Hoog et al., 2000). Er bestaan ongeveer 500 Aspergillus species waaronder
slechts een klein aantal gekend is als menselijk pathogenen. De verschillende
Aspergillus species worden onderscheiden op basis van de structuur van de
conidiofoor. Deze gespecialiseerde structuur bestaat uit een voetcel* en een
‘stipe’* die uitloopt op een verdikking, het vesikel* (Fig. 1.10). Op het vesikel
kunnen de fialiden* rechtstreeks of onrechtstreeks (met metulae*) ingeplant
staan, wat uniseriaat, respectievelijk biseriaat wordt genoemd. Op de
flesvormige fialiden staan de eigenlijke sporen die compact bij elkaar liggen
(columnaat*) of divergent geschikt zijn (radiaat*) (Fig. 1.10) (de Hoog et al.,
2000). De sporen zijn klein (2 tot 5µm), warmteresistent en zeer licht,
waardoor ze lang in de lucht kunnen blijven zweven (VandenBergh et al.,
Fig. 1.9: Aangrijpingspunt  van
caspofungine  (naar Kartsonis
et al., 2003).
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1999). Bij A. fumigatus zijn de conidioforen donkergroen en kort. De fialiden
staan direct op het vesikel ingeplant en de zeer kleine sporen (2 tot 3µm) zijn
typisch columnaat geschikt.
A. fumigatus is, in tegenstelling tot andere Aspergillus spp., thermofiel*,
waardoor hij kan groeien bij een temperatuur tot 55°C en zelfs een
temperatuur tot 70°C overleeft (Latgé, 1999). Proteïnen in de wand van de
sporen zorgen voor het hydrofoob karakter en dragen eveneens bij tot hun
resistentie tegen fysicochemische invloeden.
7.2 ASPERGILLOSE
7.2.1 Definiëring en pathogenese
Aspergillose is een infectieuze aandoening die wordt veroorzaakt door
de inhalatie van Aspergillus sp. sporen, vnl. van A. fumigatus en in mindere
mate A. niger, A. flavus en A. terreus (Denning, 1998). Door hun geringe
afmetingen kunnen de sporen tot diep in de luchtwegen doordringen.
Patiënten kunnen ook via gecontamineerd water worden geïnfecteerd
(Anaissie & Costa, 2001; VandenBergh et al., 1999). Bij gezonde,
immuuncompetente* personen zullen de sporen door de alveolaire
macrofagen gefagocyteerd en geëlimineerd worden (Ibrahim-Granet et al.,
2003). Vegetatieve filamenten, ontstaan uit ontkiemde sporen, worden
daarentegen extracellulair door neutrofielen (granulocyten*) vernietigd (Bodey
& Vartivarian, 1989; Schneemann & Schaffner, 1999). Wanneer de
fagocytose* op één van beide niveaus niet behoorlijk werkt, kunnen sporen in
de longalveolen uitgroeien tot filamenten, het longparenchym* binnendringen
Fig. 1.10: Voortplantingsstructuren van
Aspergillus spp. (naar Samson et al.,
2002).
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en een invasieve* infectie veroorzaken (Verweij et al., 1996; Rüchel &
Reichard, 1999). Macrofagen verliezen de mogelijkheid om sporen te
vernietigen in patiënten die intensief behandeld worden met cytotoxische en
immuunsuppressieve* therapeutica, met name corticosteroïden, zoals na een
beenmerg- of orgaantransplantatie. De afweer door neutrofielen is
ontoereikend bij neutropenie (secundair bij hematologische ziekten zoals
leukemie) en bij chronische granulomateuze ziekten* die tot deficiënte
neutrofielen leiden.
Daarnaast produceert A. fumigatus ook een aantal toxische, secundaire
metabolieten*. Deze moleculen onderdrukken het immuunsysteem door
inhibitie van de macrofagen, blokkering van de T- en B-cel activatie* en door
bevordering van de generatie van cytotoxische cellen. Een aantal enzymen
met elastolytische* of collagenolytische* activiteit bevorderen de kolonisatie
van het longweefsel (Latgé, 1999).
7.2.2 Indeling van de infecties veroorzaakt door Aspergillus spp.
Luchtweginfecties veroorzaakt door Aspergillus spp. worden onder-
verdeeld naargelang de aard en de plaats van de infectie (Tabel 1.1). Een
herhaalde blootstelling aan Aspergillus spp. antigenen of een kolonisatie met
sporen zonder ontkieming tot filamenten kan aanleiding geven tot allergische
ziekten zoals astma, allergische sinusitis en alveolitis*. Wanneer deze
patiënten uit de gecontamineerde omgeving worden gehaald, verbeteren ze
snel (Ellis, 1998). Allergische bronchopulmonaire aspergillose (ABPA),
aspergilloma en invasieve aspergillose (IA) worden daarentegen wel
gekenmerkt door de groei van filamenten in het lichaam en vereisen een
therapeutische aanpak (Latgé, 1999). Bij een aspergilloma is een sferische
massa filamenten ingebed in een proteïnematrix, waarbij sporenvormende
structuren in de luchtwegen uitsteken. Het geheel, gewoonlijk ‘fungal ball’
genoemd, ontstaat in reeds bestaande holten in het weefsel veroorzaakt door
tuberculose, sarcoïdose* of bij chronisch verstopte paranasale sinussen.
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Tabel 1.1: Indeling van de luchtwegaandoeningen veroorzaakt door Aspergillus spp. (naar
Kwon-Chung & Bennett, 1992b).
De invasieve aspergillose (IA) wordt gekenmerkt door het binnendringen
van Aspergillus spp. in het longweefsel. De klassieke symptomen zijn een
plotse pijn in de borst die gepaard gaat met koorts en eventueel een
pulmonair embool* en infarct. Het is een fulminante, levensbedreigende
infectieziekte die in het ziekenhuis vooral wordt gevreesd op de afdelingen
oncologie, hematologie, beenmergtransplantatie en intensieve zorgen
(Denning, 1998; Latgé, 1999; VandenBergh et al., 1999; Wanke et al., 2000).
Een hematogene uitzaaiing naar diverse organen (hersenen, nieren, hart,
spijsverteringskanaal) kan verder fatale trombosen en infarcten veroorzaken.
7.2.3 Diagnose van invasieve aspergillose
Een accurate diagnose van IA en het onderscheid met de meer
oppervlakkige luchtweginfecties veroorzaakt door Aspergillus spp., zoals een
aspergilloma of ABPA, zijn niet evident. De ‘European Organisation for
Research and Treatment of Cancer/Invasive Fungal Infections Cooperative
Group’ (EORTC/IFICG) heeft daarom richtlijnen opgesteld m.b.t.
diagnostische criteria (Ascioglu et al. 2002). Aan de hand van deze criteria
kan de graad van waarschijnlijkheid van IA uitgedrukt worden met de termen
‘bewezen’ (‘proven’), ‘vermoedelijk’ (‘probable’) en ‘mogelijk’ (possible). Drie
elementen vormen de basis voor deze indeling: de gastheerfactoren, de
klinische symptomen en de mycologische resultaten. In Tabel 1.2 wordt een
Indeling van de luchtwegaandoeningen veroorzaakt door Aspergillus spp.
1. Allergie t.o.v. Aspergillus spp. antigenen
- Allergische sinusitis, astma, alveolitis
- Allergische bronchopulmonaire aspergillose (ABPA), mogelijke longfibrose*
2. Saprofytische kolonisatie van bestaande caviteiten
- Endobronchiale kolonisatie
- ‘Fungal ball’ (aspergilloma) van de paranasale sinussen of van de long
3. Invasieve aspergillose (IA)
- Pneumonie
- Invasieve sinusitis
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overzicht gegeven van de criteria voor de diagnose van IA bij hematologische
patiënten.
Tabel 1.2: Overzicht van de criteria gebruikt bij de diagnose van IA bij hematologische
patiënten (naar Denning et al., 1998).
De testen die worden gebruikt voor het bekomen van de mycologische
gegevens worden kort besproken in Hoofdstuk 4, 1. Deze testen moeten
steeds geïnterpreteerd worden in een welomschreven klinische context
(gastheerfactoren, klinische symptomen) om tot de diagnose van IA bij te
dragen.
7.2.4 Behandeling van invasieve aspergillose
Amfotericine B is lang het eerste-keuze antimycoticum voor de
behandeling van IA geweest, maar wordt nu verdrongen door het minder
toxische voriconazol (Patterson et al., 2005). In ongeveer 1 op 3 gevallen kan
een prompte en zeer agressieve therapie met amfotericine B het leven van
een patiënt met IA redden (Latgé, 1999; Patterson et al., 2005), terwijl dit voor
voriconazol het geval is voor 1 op 2 patiënten. In mindere mate wordt ook
itraconazol gebruikt, terwijl caspofungine voornamelijk toegediend wordt
wanneer de genoemde antimycotica niet effectief zijn of niet verdragen
Indeling Criteria
Bewezen IA (i) histologische detectie van hyfen met septa
(ii) positieve kweek van Aspergillus spp. vanuit een normaal steriele
plaats, die een klinische of radiologische abnormaliteit vertoont
(iii) positieve kweek van Aspergillus vanuit een bronchiale lavage in
patiënten met tracheobronchitis
Vermoedelijke IA In immuungecompromitteerde kankerpatiënten met klinische en/of
radiologische abnormaliteiten die consistent zijn met een IA
(i) aanwezigheid van hyfen met septa in bronchoalveolaire lavages
aangetoond met microscopie of een positieve Aspergillus kweek daaruit
(ii) positieve kweek van Aspergillus uit bloed
(iii) positieve sputum of endotracheale kweek van Aspergillus in een
patiënt met neutropenie, of herstellend van een neutropenie (<14 dagen)
(iv) positieve nasale swab kweek voor Aspergillus spp. in een patiënt met
neutropenie, of herstellend van een neutropenie (<14 dagen)
Mogelijke IA (i) radiologische gegevens die typisch wijzen op IA (bv. caviteiten) in een
patiënt met neutropenie, of herstellend van een neutropenie
(ii) positieve sputum of endotracheale kweek van Aspergillus zonder
andere bevestigende gegevens
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worden (Perfect, 2005; Kleinberg, 2005). De overlevingskansen stijgen
naarmate de diagnose vroeger wordt gesteld en de behandeling sneller wordt
opgestart (Denning, 1998; Dupont et al., 2000).
8. CANDIDA SPP. EN CANDIDIASE
8.1 CANDIDA  SPP.
Candida spp. zijn gisten die onder de Ascomycota worden geklasseerd
(de Hoog et al., 2000). Het genus Candida omvat een extreem heterogene
groep van species, waarvan C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata,
C. parapsilosis en C. dubliniensis de meest voorkomende zijn. Zij groeien
allemaal als een gistvorm (zie 3) en de meeste vormen ook pseudo-hyfen
(Fig. 1.4B). Enkel C. albicans en C. dubliniensis kunnen echte hyfen vormen
(Fig. 1.4C, Fig. 1.11) (Calderone, 2002).
Deze beide species worden dan ook als
dimorfe fungi beschouwd.
De Candida spp. planten zich voort
door knopvorming (Fig. 1.11), waarbij de
dochtercel een exacte kopie van de
moedercel is (Spencer & Spencer, 1997b) .
8.2 CANDIDIASE
8.2.1 Definiëring en pathogenese
Candidiase verwijst naar een infectie veroorzaakt door Candida spp. met
C. albicans als de meest pathogene vertegenwoordiger (Liao et al., 2001;
Salfelder, 1990). Het belang van de niet-Candida albicans Candida spp.
neemt echter sterk toe (Fridkin & Jarvis, 1996; Spencer & Spencer, 1997a).
Cellen van Candida spp. bevatten adhesinen* waarmee zij adheren aan het
oppervlak van bv. epitheelcellen. Een door Candida spp. afgescheiden enzym
(aspartylproteïnase) zorgt er vervolgens voor dat er in het weefsel nissen
gevormd worden waarin de Candida cel zich kan nestelen. Door middel van
Fig. 1.11: Knopvorming en het
begin van een uitgroeiende hyfe bij
C. albicans.
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(pseudo-)hyfen kunnen Candida spp. diep in het weefsel doordringen en dit
uiteindelijk ook perforeren (Calderone, 2002).
8.2.2 Indeling van de infecties veroorzaakt door Candida spp.
Candida spp. zijn alomtegenwoordig en koloniseren bij de mens de huid,
slijmvliezen en het spijsverteringskanaal. Infecties veroorzaakt door C.
albicans en andere Candida spp. zijn veelal opportunistisch en worden
onderverdeeld in oppervlakkige en diepe mycosen. Bekende plaatsen in het
lichaam waar deze gist oppervlakkige mycosen veroorzaakt zijn de mond
(spruw), de slokdarm (oesophagitis) en de vrouwelijke geslachtsorganen
(vulvovaginitis). Het ontstaan van een orale candidiase wordt dikwijls
geassocieerd met een snelle progressie van AIDS. Daarnaast kunnen
Candida spp. ook verantwoordelijk zijn voor endocarditis, urineweginfecties en
een systemische of gedissemineerde candidiase. Vooral immuun-
gedeprimeerde personen worden steeds vaker geconfronteerd met
systemische infecties door Candida spp. (Wingard & Leather, 2004).
8.2.3 Behandeling
Oppervlakkige infecties veroorzaakt door Candida spp. worden lokaal
behandeld met nystatine of azole preparaten (Richardson & Warnock, 1997).
Een invasieve infectie kan echter fataal zijn voor een immuungedeprimeerde
patiënt en vereist bijgevolg een dringende systemische behandeling (Spencer
& Spencer, 1997a). Fluconazol heeft een mild toxiciteitsprofiel en wordt
daarom vaak gebruikt, naast het nieuwere caspofungine. Systemische
behandeling met amfotericine B dient, gezien de ernstige bijwerkingen, te
worden gereserveerd voor gedissemineerde of therapieresistente infecties.
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HOOFDSTUK 2: DETECTIEMETHODEN VOOR FUNGI
De detectie van fungi in een laboratorium gebeurt in de eerste plaats met
behulp van standaard kweekmethoden. Steeds meer wordt er gebruik
gemaakt van niet-groeigebonden detectiemethoden die een aantal voordelen
bieden boven de kweekmethoden, zoals snelheid en gevoeligheid (Hoefel et
al., 2003; Lisle et al., 2004; Veal et al., 2000).
1. KWEEKMETHODEN
Bij de kweekmethoden worden de fungi in contact gebracht met een
voedingsbodem (medium) die algemeen, differentieel of selectief kan zijn
(Tortora et al., 1989). Differentiële media bevatten stoffen die toelaten om
welbepaalde (doel)micro-organismen te onderscheiden van andere op basis
van een gevormde kleur of fluorescentie. Selectieve media worden verkregen
door toevoeging van stoffen die de groei van ongewenste micro-organismen
inhiberen en/of de groei van het doelorganisme preferentieel bevorderen.
De tijd nodig voor fungi om zich te vermenigvuldigen tot een zichtbare
hoeveelheid cellen kan variëren van 24u tot enkele weken. In een vloeibaar
medium (bouillon) kan de vermenigvuldiging turbidimetrisch worden gevolgd.
Bij het gebruik van een vast medium op basis van agar (plaatmethode) groeit
elke kweekbare cel uit tot een kolonie (Fig. 2.1C). De kolonies worden visueel
geteld en het resultaat wordt uitgedrukt als het aantal kolonievormende
eenheden (KVE).
Er kan een onderscheid worden gemaakt tussen de plaatgietmethode,
de plaatstrijkmethode en de plaatmethode met membraanfiltratie. Afhankelijk
van de gebruikte methode wordt een ander volume monster verwerkt. Bij de
plaatgietmethode wordt het monster (1ml) homogeen gemengd met een
gesmolten agarbodem, terwijl bij de plaatstrijkmethode het monster (0,1ml)
homogeen wordt uitgestreken over het volledige oppervlak van de vaste
agarbodem (Fig. 2.1). Het monster kan ook worden gefiltreerd over een
membraanfilter die op een vaste voedingsbodem wordt gelegd. Het volume
dat hierbij kan worden verwerkt hangt af van de filtreerbaarheid van het
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monster. De weerhouden cellen groeien dan op de membraanfilter uit tot
zichtbare kolonies.
  
2. NIET-KWEEKMETHODEN
Methoden voor het opsporen van fungi waarbij geen
groei/vermenigvuldiging van de micro-organismen is vereist, worden niet-
kweekmethoden of ‘non-culture based methods’ genoemd. Zij kunnen worden
onderverdeeld in twee categorieën, nl. methoden die subeenheden van micro-
organismen aantonen (DNA en antigenen) en instrumentele methoden die de
detectie toelaten van (meestal fluorescent gemerkte) integrale, enkelvoudige
cellen zoals filamenten, sporen en gistcellen. Methoden die tot deze twee
categorieën behoren, worden respectievelijk ook wel de indirecte en directe
detectiemethoden genoemd.
2.1 DETECTIE VAN SUBEENHEDEN
Tot de indirecte detectiemethoden behoren de immunologische en de
moleculaire technieken (Stevens, 2002). Van deze laatste is de ‘Polymerase
chain reaction’ (PCR), een techniek waarbij in-vitro een welbepaald stuk DNA
wordt vermenigvuldigd met behulp van een polymerase enzym, het best
gekend. PCR werd reeds frequent gerapporteerd voor de diagnose van
systemische mycosen, zoals aspergillose (Hoofdstuk 4, 1) en candidiase, en
bezit een vrij hoge gevoeligheid en specificiteit (Yeo & Wong, 2002). ‘Enzym-
linked immunosorbent sandwich assays’ (ELISA) voor het opsporen van
(galacto)mannaan antigenen worden momenteel op grote schaal geëvalueerd
Fig. 2.1: De plaatstrijkmethode: (A) opbrengen van het monster op een plaat met vaste
agarbodem, (B) homogeen verspreiden van het monster over de agarbodem, (C) groei
van kolonies na incubatie.
 A B C
Hoofdstuk 2: Detectiemethoden 23
voor een vroege detectie van invasieve mycosen (Reiss et al., 2000; White et
al., 2005).
2.2 DETECTIE VAN ENKELVOUDIGE CELLEN
Voor de detectie van integrale, enkelvoudige cellen komen drie directe
technieken in aanmerking, nl. transmissie/epifluorescentie microscopie, flow
cytometrie en vaste fase cytometrie. Cellen van schimmels en gisten kunnen
gekleurd worden m.b.v. kleurstoffen (vb. Gomori methenamine zilver) of
fluorescent gemerkt via binding van een fluorofoor op structurele
celcomponenten, zoals chitine (bv. Calcofluor WhiteTM) en antigenen aan het
oppervlak (gemerkte antilichamen), of op DNA (bv. SYTO). Een andere
mogelijkheid is de enzymatische omzetting van een fluorigeen substraat (bv.
(carboxy)fluoresceïne diacetaat) tot een fluorescent product (bv.
(carboxy)fluoresceïne). De mechanismen van de fluorescente merkingen
worden uitvoerig besproken in Hoofdstuk 6 (4.2).
2.2.1 Transmissie microscopie (TM) en epifluorescentiemicroscopie
(EFM)
TM wordt gebruikt voor de visualisatie van gekleurde cellen, terwijl EFM
toegepast wordt op fluorescent gemerkte cellen. De cellen worden hiertoe op
een draagglaasje of een membraanfilter gebracht (Lisle et al., 2004). De
microscopische techniek is daarnaast ook belangrijk in histologie voor het
visualiseren van gekleurde of fluorescent gemerkte fungicellen in
weefselsecties bij de diagnose van invasieve mycosen (zie Hoofdstuk 4,1). In
een transmissiemicroscoop vormt een halogeenlamp met breed spectrum de
lichtbron. De epifluorescentiemicroscoop is uitgerust met een Hg-lamp die
enkel licht van een bepaalde golflengte uitzendt of een Hg-Xe-lamp met een
continu spectrum (Joux & Lebaron, 2000). De detectielimiet van beide
bedraagt 1 cel per microscopisch veld of ongeveer 5 x 103 cellen/cm2
(Lemarchand et al., 2001).
24 Deel I: Algemene inleiding
2.2.2 Flow cytometrie (FCM)
In FCM passeert een vloeistofstroom van
individuele cellen een laserbron (Fig. 2.2) (Muirhead et
al., 1985). Er kunnen laserbronnen met verschillende
golflengten worden gebruikt. In de vloeistofstroom
worden zowel de lichtverstrooiing als de door de
micro-organismen uitgezonden fluorescentie gemeten.
De detectielimiet bedraagt ongeveer 1000 cellen
(Barer & Harwood, 1999).
2.2.3 Vaste fase cytometrie (VFC)
Vaste fase cytometrie (VFC) is een
techniek die de basisprincipes van
flow_cytometrie en epifluorescentie-
microscopie combineert, maar een lagere
detectielimiet heeft (Wallner et al., 1997;
Rolland et al., 1999). Na filtratie van het
monster over een membraanfilter worden
de weerhouden micro-organismen
fluorescent gemerkt. Deze membraan-
filter wordt vervolgens gescand met een
laserstraal afkomstig van een argonlaser met een golflengte van 488nm
(Mignon-Godefroy et al., 1997) (Fig. 2.3). De fluorescente micro-organismen
worden automatisch geteld. De detectielimiet bedraagt 1 cel per
membraanfilter (en dus per gefiltreerd monster) (Lemarchand et al., 2001). De
techniek van VFC wordt uitvoerig besproken in Hoofdstuk 3.
3. VERGELIJKING TUSSEN DE KWEEK & DE DIRECTE METHODEN
Het grote voordeel van de kweektechnieken is dat de vermenigvuldigde
cellen nog kunnen gebruikt worden voor een verdere identificatie of andere
doeleinden. Bovendien zijn de plaatmethoden gevoelig. Zij laten immers de
detectie toe van één enkele kolonie per plaat, afkomstig van één kweekbare
Fig. 2.2: Principe van een flow cytometer.
Fig. 2.3: Principe van vaste fase
cytometrie (naar ChemScan® handboek,
Chemunex).
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Fig. 2.4: Detectielimiet van de directe detectiemethoden (epifluorescentiemicroscopie, vaste
fase cytometrie, flow cytometrie) en van de kweekmethode (naar Lemarchand et al., 2001).
cel uit het monster (Lemarchand et al., 2001). Kweekmethoden hebben echter
ook twee grote nadelen. Methoden gebaseerd op een vermenigvuldiging van
micro-organismen zijn per definitie traag. Cellen hebben immers minimum 24
tot 48u nodig om uit te groeien tot visueel zichtbare kolonies. Voor
filamenteuze fungi kan deze minimumtijd zelfs oplopen tot een aantal weken.
Daarnaast kunnen de kweekmethoden ook een onderschatting opleveren van
het aantal leefbare cellen in een monster (Diaper et al., 1992) om drie
redenen: (i) leefbare maar niet-kweekbare cellen (zie Hoofdstuk 5, 1.3), in een
gestresseerde of een beschadigde toestand, worden niet gedetecteerd
(Onadipe, 2001), (ii) clusters van cellen (voornamelijk aggregaten van
schimmelsporen), of dicht bij elkaar liggende cellen, groeien uit tot slechts één
kolonie en (iii) niet volledig uitgegroeide microkolonies zijn niet zichtbaar op
een plaat (Lloyd & Hayes, 1995; Breeuwer & Abee, 2000). In Fig. 2.4 worden
de 4 vermelde methoden schematisch voorgesteld en qua detectielimiet
vergeleken.
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Het grote voordeel van de directe methoden is dat er geen
vermenigvuldiging vereist is van de micro-organismen en bijgevolg de detectie
veel sneller verloopt dan bij de kweekmethoden. Daarnaast laat het gebruik
van fluorescente probes voor diverse cellulaire functies toe om subtielere
informatie te verkrijgen over de leefbaarheid van micro-organismen (Boyd et
al., 2003). Hierdoor kunnen niet enkel kweekbare, maar ook leefbare niet-
kweekbare en zelfs dode cellen worden gedetecteerd (Onadipe, 2001). Een
nadeel van de directe methoden is dat het vaak onmogelijk is om de
fluorescent gemerkte cellen nog voor verdere identificatie te gebruiken
(Lemarchand et al., 2001). Daarnaast heeft elke directe techniek nog zijn
eigen voor- en nadelen (Tabel 2.1) (Joux & Lebaron, 2000; Lemarchand et al.,
2001; Deere et al., 1998; Mignon-Godefroy et al., 1997; Aldridge, 2000) .
Tabel 2.1: De belangrijkste voor- en nadelen van drie directe detectiemethoden:
epifluorescentiemicroscopie (EFM), flow cytometrie (FCM) en vaste fase cytometrie (VFC).
                           Directe detectiemethode
EFM FCM VFC
Voordeel - eenvoudig, goedkoop
en toegankelijk
- snel
- objectief
- snel
- objectief
- meerdere golflengten
voor excitatie/emissie
- meerdere golflengten
voor excitatie/emissie
- visuele controle van
morfologie/identiteit
- visuele controle
- vaste monsters: bv.
weefselsecties
- scheiding van
celpopulaties mogelijk
- 1 cel/membraanfilter
Nadeel - tijdrovend - duur - duur
- geen visuele controle
- min 103-104 cellen
- enkel filtreerbare
monsters
- subjectief
- min 104-105 cellen:
incubatiestap nodig
indien lagere aantallen
- enkel vloeibare
monsters
- 1 lichtbron met vaste
golflengte
- beperkt aantal
fluorochromen
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HOOFDSTUK 3: VASTE FASE CYTOMETRIE: DE CHEMSCAN®
In dit proefschrift wordt voor de detectie van fungi gebruik gemaakt van
vaste fase cytometrie. Het principe, de apparatuur, de procedure en de
toepassing van deze techniek worden hieronder besproken.
1. PRINCIPE
Vaste fase cytometrie (VFC) is een techniek die vier basishandelingen
omvat: een membraanfiltratie van het monster (zie 3.1), een fluorescente
merking van de weerhouden cellen (zie 3.2), een laserscanning van de
membraanfilter (zie 3.3) en een microscopische ‘validatie’ van de
gedetecteerde fluorescente objecten (zie 3.4). VFC laat een kwantitatieve
detectie toe van enkelvoudige cellen met een theoretische detectielimiet van 1
cel per membraanfilter.
2. APPARATUUR
In VFC wordt gebruik gemaakt van een laserscanner, de ChemScan®C
of ChemScan®RDI (Chemunex, Ivry-sur-Seine, Frankrijk). De ChemScan®C is
uitgerust met een 488nm argonlaser en twee fotoversterkerbuizen
(‘photomultiplier tubes’, PMT’s). In de ChemScan® is een lade aanwezig
waarin een metalen houder wordt geplaatst die de membraanfilter bevat (zie
Fig. 3.3). De scanner is aangesloten op een computer met aangepaste
software (ChemScan® Analysis Software, Chemunex). Aan de computer is
een epifluorescentiemicroscoop (Olympus BX 40, Olympus, Tokio, Japan)
verbonden die uitgerust is met een beweegbare microscooptafel (Prior
Scientific, Fulbourn, Cambridge, VK). Dit platform wordt aangestuurd door de
ChemScan® software. Daarnaast is de microscoop ook voorzien van een
X50/0,8, X10/0,25 en een X1,2/0,04 objectief, een 10/20 oculair, een 100W
kwikdamplamp en een filterblok. Dit filterblok bevat een fluoresceïne
isothiocyanaat (FITC) filterkubus (UMWD, met een 500nm dichroïsche
spiegel, een 430-490nm excitatiebandfilter en een 515nm cut-off emissie-
filter), een tetramethylrhodamine isothiocyanaat (TRITC) filterkubus (UMNG,
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met een 570nm dichroïsche spiegel, een 530-550nm excitatiebandfilter en
een 590nm cut-off emissiefilter) en een UV filterkubus (UMWU, met een
400nm dichroïsche spiegel, een 330-385nm excitatiebandfilter en een 475nm
cut-off emissiefilter).
3. PROCEDURE
3.1 MEMBRAANFILTRATIE
Vloeibare monsters worden gefiltreerd over zwarte
membraanfilters met een diameter van 25mm (Fig. 3.1) met
behulp van een filtreerbrug en een vacuümpomp. Het totaal
volume dat kan worden gefiltreerd is afhankelijk van de viscositeit
en de partikelbelading van het monster.
Membraanfilters met een poriëngrootte van 2,0µm laten toe
om ± selectief fungi te weerhouden en de meeste bacteriën te
verwijderen. Enkel membraanfilters die geen of weinig groene
achtergrondfluorescentie vertonen, zoals polyester- of
polycarbonaatfilters, worden gebruikt in VFC om het risico op
afgebroken (‘aborted’) scans te vermijden.
3.2 FLUORESCENTE MERKING
De door Chemunex ontwikkelde
standaard leefbaarheidsmerking is
gebaseerd op de splitsing van het niet-
fluorescent carboxyfluoresceïne diacetaat,
het ChemChrome®V6, door intracellulaire
esterasen (Fig. 3.2) (Parthuisot et al., 2000).
Daarbij wordt vrij fluorescent carboxy-
fluoresceïne gevormd dat enkel in leefbare
cellen met een intact cytoplasmatisch membraan wordt weerhouden (zie
Hoofdstuk 6, 4.2.1). De leefbare cellen worden hierdoor groen-fluorescent
gemerkt. Daarnaast kunnen in VFC ook andere groen-fluorescente merkers
Fig. 3.2: Principe van het leefbaarheid-
merking met ChemChrome V6 (naar
ChemScan® handboek, Chemunex).
Fig. 3.1:
Membraan-
filtratie.
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(primaire merkers) worden gebruikt op voorwaarde dat zij geëxciteerd worden
bij 488nm en emissielicht tussen 500 en 515nm uitzenden. Het is echter ook
mogelijk om secundaire merkers te gebruiken in combinatie met
ChemChrome®V6 (dubbele merking). Deze merkers moeten dan een excitatie
en emissie vertonen bij een golflengte die ver genoeg uit het groene gebied
ligt om interferentie te voorkomen. Hierbij wordt geopteerd voor fluorescente
‘labels’ zoals TRITC, Texas rood of resorufine die een emissie vertonen in het
rode gebied (> 590nm). Bij deze dubbele merking worden de micro-
organismen dan op basis van de groen-fluorescente ChemChrome®V6
merking door de ChemScan® gedetecteerd en wordt de rode fluorescentie van
de secundaire merker bij de microscopische validatie na de ChemScan®
analyse m.b.v. de aangepaste excitatie- en emissiefilters gevisualiseerd (zie
3.4). De mogelijke aangrijpingspunten en de mechanismen van verschillende
fluorescente merkers wordt besproken in Hoofdstuk 6 (1.2 en 4.2)
3.3 SCANPROCEDURE
3.3.1 Algemeen
De scanprocedure met de ChemScan®, weergegeven in Fig. 3.3, omvat
drie aspecten: laserscanning van de membraanfilter, verzameling en
verwerking van de scangegevens en weergave van de resultaten.
De membraanfilter met de weerhouden fluorescent gemerkte micro-
organismen wordt in een metalen scanhouder gelegd en in de ChemScan®
geschoven m.b.v. een lade. Het gehele membraanoppervlak wordt door de
argonlaser gescand in 3 minuten. Tijdens het scannen wordt het fluorochroom
geëxciteerd en het emissielicht wordt gedetecteerd door de twee PMT’s. Deze
PMT’s detecteren respectievelijk het uitgezonden fluorescente licht tussen
500 en 530nm (groene gebied) en tussen 540 en 585nm (oranje gebied)
(Jones et al., 1999).
De scangegevens worden verzameld en verwerkt door de aangepaste
software in de aangesloten computer (zie 3.3.2). Alle gedetecteerde objecten,
d.w.z. alle groen-fluorescente cellen en partikels, worden vervolgens
weergegeven als groene punten (‘spots’) in een primaire scan map. Op basis
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van verschillende parameters die rekening houden met de karakteristieken
van fluorescent gemerkte cellen, worden deze laatste gediscrimineerd (zie
3.3.3) van (auto)fluorescente* partikels of debris. De geselecteerde ‘spots’, die
na software discriminatie in principe enkel van fluorescent gemerkte micro-
organismen afkomstig zijn, worden uiteindelijk weergegeven in een
secundaire scan map.
Fig. 3.3: Principe van vaste fase cytometrie met de ChemScan® (naar ChemScan® handboek, Chemunex).
3.3.2 Scangegevens en parameters
Van elk gedetecteerd fluorescent object wordt een hele reeks gegevens
over zijn elektronische en optische karakteristieken verzameld. Deze
gegevens worden weergegeven als numerieke waarden van welbepaalde
parameters en houden verband met de afmetingen van een object, de
(specifieke) fluorescentie-intensiteit, de kleurverhouding en het
signaalpatroon.
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3.3.2.1 Afmeting van een object
De grootte van een fluorescent
object wordt weergegeven in twee
parameters: de ‘lines’ en de ‘samples’.
De membraanfilter wordt door de laser
gescand volgens horizontale en verticale
lijnen. De ‘lines’ zijn een maat voor de
hoogte van het gebied waarin
fluorescentie wordt waargenomen, terwijl
de ‘samples’ een maat zijn voor de breedte (Fig. 3.4). Beide parameters zijn
dus een maat voor de grootte van het object, afhankelijk van de oriëntatie
ervan. De afmetingen van partikels zijn vaak groter dan die van micro-
organismen.
3.3.2.2 Fluorescentie-intensiteit
De fluorescentie-intensiteit wordt weergegeven in de parameter ‘peak
intensity’. Daarbij wordt de hoogst gemeten (piek) fluorescentie-intensiteit
aangegeven. Micro-organismen, met de hoogste waarden voor fungi,
vertonen veelal een hogere piek fluorescentie-intensiteit dan partikels.
3.3.2.3 Specifieke fluorescentie-intensiteit
De specifieke fluorescentie-intensiteit (‘specific intensity AS’) is de
verhouding van twee factoren: de piek fluorescentie-intensiteit en de afmeting
van het fluorescent object (Fig. 3.5). De grootte wordt automatisch berekend
op basis van de ‘lines’ en ‘samples’. Bij een partikel is deze verhouding veel
kleiner dan bij een fluorescent gemerkt micro-organisme.
Fig. 3.4: De parameters ‘lines’ en ‘samples’
(naar ChemScan® handboek, Chemunex).
Fig. 3.5: De specifieke fluorescentie-
intensiteitsparameter (naar ChemScan®
handboek, Chemunex).
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3.3.2.4 Kleurverhouding
In de kleurverhoudingparameter (‘specific intensity HW’) wordt de
verhouding van de intensiteit van de groene fluorescentie (van de merking) op
de intensiteit van de rode (auto)fluorescentie uitgedrukt. Bij partikels is deze
laatste veel hoger (Fig. 3.6).
3.3.2.5 Signaalpatroon
Het patroon van het fluorescent signaal wordt als een curve
weergegeven (Fig. 3.7). Dit signaal wordt bepaald door verschillende factoren
zoals het aantal en de frequentie van de fluorescentiepieken, de grootte van
het fluorescent object, de fluorescentie-intensiteit... De karakteristieken van
deze curve worden weergegeven in de parameters ‘2D gaussian’, ‘multi
peaks’, ‘multi wiggle’, en ‘half width’.
Fig. 3.6:  De kleurverhouding parameter (naar ChemScan® handboek, Chemunex).
Fig. 3.7:  Een curve van een fluorescent signaal (naar ChemScan® handboek,
Chemunex).
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3.3.3  Discriminatieparameters en scanapplicatie
De discriminatieparameters zijn gebaseerd op de karakteristieken van
het gescand object. Voor elke parameter kunnen minimale en/of maximale
cut-off waarden ingesteld worden. Op basis van deze instellingen zal de
software een aantal gedetecteerde ‘spots’ uit de primaire map selecteren en
weergeven in een secundaire map. Hierbij kunnen partikels worden
gediscrimineerd van micro-organismen. Deze secundaire map, die gebruikt
wordt bij de microscopische validatie (zie 3.4), zou in principe enkel micro-
organismen mogen bevatten. Aangezien de karakteristieken van de
fluorescente objecten wijzigen naargelang de gebruikte merker en het te
detecteren micro-organisme, zullen daarbij ook de instellingen van de
parameters moeten gewijzigd worden. Een set van ingestelde parameter-
waarden wordt bewaard in een scanapplicatiebestand.
Chemunex heeft twee scanapplicaties geïncorporeerd in de software van
de ChemScan®, nl. de ‘fungi.app’ en de ‘tvc.app’ voor de bepaling van
respectievelijk het aantal leefbare fungi en van een totaal leefbaar kiemgetal,
na fluorescente merking met ChemChrome®V6 (zie 3.2). Tabel 3.1 geeft een
overzicht van de ingestelde parameterwaarden voor deze beide applicaties.
Tabel 3.1: Overzicht van de parameterinstellingen per scanapplicatie in de ChemScan®C.
Scanapplicatie
Tvc.app Fungi.app
Parameters MIN MAX MIN MAX
Lines 1 50 1 60
Samples 1 250 1 250
Area (color) ratio 0 1,1 0 1,2
Peak intensity value 250 N/A 250 N/A
Half width N/A 15 N/A 15
Specific intensity(AS) 10 N/A 3 N/A
Specific intensity(HW) 25 N/A 20 N/A
2D gaussian N/A 850 N/A 1800
Multi peaks N/A 1 N/A 2
Multi wiggles N/A 3 N/A 5
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3.4 MICROSCOPISCHE VALIDATIE
De identiteit van elk gescand object wordt na de scanprocedure visueel
bevestigd (‘gevalideerd’) met de aangesloten epifluorescentiemicroscoop, die
uitgerust is met een beweegbare microscooptafel (Fig. 3.8). Daartoe wordt de
metalen membraanhouder met daarin de membraanfilter uit de ChemScan®
lade genomen en in een inlegplaat op de beweegbare tafel van de microscoop
gelegd, zodat de membraanfilter zich in exact dezelfde positie /oriëntatie
bevindt als in de ChemScan®. Wanneer in de secundaire map van de
computer dan een groene ‘spot’ wordt aangeklikt, brengt de beweegbare tafel
het overeenkomstig gedetecteerd object op de membraanfilter in het objectief
van de epifluorescentiemicroscoop. De groene fluorescentie van de cellen,
afkomstig van de primaire merker, wordt gevisualiseerd met de FITC
filterkubus. Wanneer tegelijk ook secundaire merkers worden gebruikt, wordt
de rode fluorescentie geobserveerd met de TRITC filterkubus. Deze kan
eenvoudig worden geselecteerd door het filterblok te draaien. Elk gescand
object in de secundaire map kan zo microscopisch worden ‘gevalideerd’ en
door de gebruiker als cel of partikel aangeduid worden (Mignon-Godefroy et
al., 1997). De gecorrigeerde resultaten bekomen na validatie leveren
informatie op over de morfologie en het werkelijk aantal gedetecteerde cellen,
het aantal partikels en de intensiteit van de door de cellen uitgezonden groene
fluorescentie.
Fig. 3.8: Microscopische validatie van een membraanfilter.
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4. TOEPASSINGEN VAN DE CHEMSCAN®
De ChemScan® wordt tot nog toe vooral toegepast voor de (niet-
specifieke) bepaling van het totaal leefbaar kiemgetal in farmaceutische
waters (Wallner et al., 1999; Jones et al., 1999), in drinkwater (Brailsford,
2000; Broadeway et al., 2003; Reynolds et al., 1997) en ultrapuur water
(Patterson, 1991). Verschillende studies hebben aangetoond dat met de
ChemScan® ook een specifieke detectie van micro-organismen in water
mogelijk is, nl. van Cryptosporidium (Reynolds et al. 1999; Rushton et al.,
2000), Enterobacteriaceae (Baudart et al., 2002, 2005), E. coli (Van Poucke &
Nelis, 2000a en 2000b), Naegleria fowleri (Pougnard et al., 2002) en
Legionella spp. (Delgado-Viscogliosi et al., 2005; Aurell et al., 2004).
Daarnaast kan de ChemScan® ook gebruikt worden voor biotechnologische
toepassingen, zoals de detectie van microbiële contaminatie in celculturen
(Onadipe, 2001), voor de detectie van bacteriën in voedselmonsters (D’Haese
& Nelis, 2002), voor de bepaling van de contaminatiegraad van lucht,
oppervlakken en personeel in microbiologisch gecontroleerde industriële
productie-eenheden (Brailsford & Jones, 1999) en voor de bepaling van het
effect van antibiotica op de leefbaarheid van bacteriën (D’Haese & Nelis,
2000). Preliminaire studies tonen ook een mogelijke klinische toepassing aan,
nl. de detectie van foetuscellen in moederbloed (Serradell et al., 2001).
De ChemScan® wordt reeds frequent toegepast voor de detectie van
bacteriën, in tegenstelling tot fungi. Tot dusver werd de ChemScan® enkel
gebruikt voor de detectie van de gisten Cr. neoformans en C. albicans in
klinische monsters (Bauters et al., 2003; Bauters et al., 2002) en in een
preliminair onderzoek m.b.t. de susceptibiliteitsbepaling van Candida spp.
(Bauters et al., 2000a).
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DEEL II
DETECTIE VAN FUNGI MET BEHULP VAN VASTE
FASE CYTOMETRIE
HOOFDSTUK 4: DETECTIE VAN ASPERGILLUS FUMIGATUS IN
KLINISCHE MONSTERS
1. ACHTERGROND EN PROBLEEMSTELLING
De algemene kenmerken van Aspergillus fumigatus, de pathogenese, de
diagnose en de behandeling van invasieve aspergillose (IA) evenals de
methoden voor het opsporen van fungi in het algemeen werden besproken in
respectievelijk Hoofdstuk 1 (7.1, 7.2 en 7.3) en Hoofdstuk 2. De diagnose van
IA vereist de evaluatie van de klinische context (gastheerfactoren, klinische
symptomen) en een combinatie van complementaire detectiemethoden (Marr,
2003) (Hoofdstuk 1, 7.2.3). De bestaande microbiologische methoden
omvatten de plaatmethode, direct microscopisch onderzoek en methoden
voor het aantonen van subeenheden (DNA, antigenen). Als monsters komen
broncho-alveolair lavagevocht (BAL), weefselbiopten, bloed en sputum in
aanmerking.
De plaatmethoden vereisen echter minimum 48 uur vooraleer een
definitieve microscopische identificatie van het pathogeen mogelijk is (Kappe
& Rimek, 1999; Latgé, 1999). Bovendien is hun gevoeligheid vrij laag
(Nalesnik et al., 1980; Kahn & Jones, 1986). Zo is de isolatie van A. fumigatus
uit BAL en sputum enkel succesvol bij een hoge belading, terwijl de isolatie uit
bloedmonsters om nog ongekende redenen niet mogelijk is (Latgé, 1999;
Soubani et al., 2004; Uffredi et al., 2003; Verweij et al., 1996). Bij een
positieve cultuur vanuit een BAL of sputum monster zonder bevestiging met
directe microscopie kan geen onderscheid worden gemaakt tussen filamenten
en sporen. Het aantonen van filamenten kan echter belangrijk zijn voor de
categorisatie van patiënten met IA (zie Hoofdstuk 1, 7.2.3).
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Direct microscopisch onderzoek van BAL of weefselbiopten na een niet-
specifieke fluorescente merking, bv. met Blankophor P of Calcofluor® White
(Fig. 4.1), of een kleuring, bv. met Gomori methenamine zilver of perjoodzuur
volgens Schiff, kan ondubbelzinnig de aanwezigheid van filamenten aantonen
(Andreas et al., 2000). Een definitieve histologische bevestiging van IA wordt
helaas meestal post-mortem verkregen (Latgé, 1999; Kappe & Rimek,1999).
De microscopische herkenning van Aspergillus spp. wordt bemoeilijkt doordat
andere pathogene invasieve fungi zoals Fusarium, Scopulariopsis en
Pseudallescheria spp. een gelijkaardige morfologie bezitten en dus met
Aspergillus spp. verward kunnen worden (Nosari et al., 2003; Zimmerman et
al., 2000). De combinatie met een kweekmethode is bijgevolg noodzakelijk om
het organisme definitief te identificeren. In sommige risicopatiënten kan echter
het aspecifiek aantonen van aanwezige filamenten voldoende zijn om een
antimycotische behandeling te starten (Horvath et al., 1996; Levy et al., 1992).
Een snelle diagnose van IA kan ook op een indirecte manier worden
gesteld op basis van het aantonen in patiëntenmonsters van Aspergillus spp.
subeenheden zoals DNA (via PCR) (Costa et al., 2002; Loeffler et al., 2000;
Sanguinetti et al., 2003) en het galactomannaan antigen (via ELISA) (Becker
et al., 2000; Maertens et al., 2002; Verweij et al., 1998). De PCR methoden
voor BAL en bloed zijn gevoelig, snel en vrij specifiek (Ferns et al., 2002;
Rantakko-jalava et al., 2003). Antigenen zoals het beta-galactomannaan
worden vrijgesteld bij de groei van Aspergillus spp. in weefsels en kunnen
worden gedetecteerd in BAL, serum en urine (Verweij et al., 1995, Bretagne et
al. 1998). De ELISA test levert echter in ongeveer 8% van de gevallen een
vals negatief resultaat op als gevolg van de natuurlijke variabiliteit die optreedt
bij de productie van antigenen (Dupont et al., 2000; Maertens et al., 1999;
Fig. 4.1: Microscopisch beeld van A .
f u m i g a t u s  filamenten in BAL na
Calcofluor® white fluorescente merking
(www.clinical-mycology.com).
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Pinel et al., 2003, Siemann et al., 2001). Daarnaast kan galactomannaan,
afkomstig uit een wonde in de ingewanden of uit het voedsel, voor vals
positieve resultaten zorgen. Bovendien maken ook deze indirecte methoden
geen onderscheid tussen sporen en filamenten (Verweij et al., 1996),
waardoor de interpretatie van een positieve PCR of ELISA respons in bv. BAL
zonder bijkomende bevestiging moeilijk blijft. Daarom worden ze steeds
gecombineerd met kweektechnieken, directe microscopie of een computer-
tomografie(CT)-scan van de longen waarbij de karakteristieke letsels van IA
worden gevisualiseerd (Marr, 2003) (Fig. 4.2). De indirecte methoden zijn wel
veelbelovend voor het vroegtijdig opsporen van IA in risicopatiënten (Dupont
et al., 2000; Maertens et al., 1999; Skladny et al., 1999; Verweij et al., 1996).
Kortom, een éénduidige, definitieve diagnose van IA kan enkel gesteund
zijn op het aantonen van een invasieve groei van filamenten in een
weefselbiopt m.b.v. histologie  én de identificatie van het organisme na kweek
uit het biopt (Latgé, 1999; Kappe & Rimek,1999; Verweij et al., 1996).
Aangezien het verkrijgen van diepe weefselbiopten via invasieve procedures
in patiënten in heel kritieke toestand echter vaak moeilijk is, wordt frequent
gebruik gemaakt van respiratoire secreten als monsters. Directe
microscopische detectie gecombineerd met kweek en identificatie van het
organisme uit respiratoire secreten als sputum en BAL zal de diagnose van IA
eerder ondersteunen dan echt bevestigen. De kweekmethoden zijn echter te
tijdrovend voor een urgentiesituatie zoals IA, waar een prompte therapie een
absolute noodzaak is. Bijgevolg zou een directe procedure, die in staat is om
Fig. 4.2. Radiologisch beeld van
normale longen (A) en longen met
karakteristieke letsels van een
pulmonaire aspergillose (B).
(http://www.aspergillus.man.ac.uk)
A B
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op een snelle en specifieke manier filamenten van A. fumigatus te detecteren
in monsters van respiratoire secreten, bijzonder nuttig zijn voor de vroegtijdige
diagnose van IA. Aangezien lage aantallen filamenten in de monsters te
verwachten zijn, moet de methode bovendien ook een lage detectielimiet
hebben (Milne et al., 1991).
2. DOELSTELLING
In dit deel van het onderzoek wordt nagegaan of een snelle, gevoelige
en specifieke procedure voor de detectie van A. fumigatus filamenten in BAL
en sputum kan ontwikkeld worden met behulp van VFC of microscopie, in
combinatie met een fluorescente merking van enkelvoudige cellen of
microkolonies op een membraanfilter.
De verschillende procedures zullen worden getest op hun potentieel voor
een kwantitatieve detectie (detectie van alle aanwezige cellen in het monster),
hun specificiteit voor A. fumigatus (kruisreactie met andere fungi) en, waar
van toepassing, hun detectielimiet.
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3. MATERIALEN EN METHODEN
3.1 MATERIALEN
3.1.1 Membraanfilters en schijfjes
De volgende 25mm diameter membraanfilters (met vermelding van hun
poriëngrootte) worden getest: CycloblackTM-gecoate polyesterfilters (2,0µm;
Chemunex), polyester CycloblackTM Sn-gecoate filters (2,0µm; Whatman,
Maidstone, Kent, VK), Anodisk 25 (2,0µm; Whatman), zwarte polycarbonaat
Isopore® filters (2,0µm; Millipore, Bedford, MA, VS), witte Nyloflo® nylon filters
(0,45µm; Gelman Sciences, Ann Arbor, Mich., VS), zwarte polycarbonaat
Poretics® filters (5,0µm; GE Osmonics Labstore, Minnetonka, MN, VS) en witte
polycarbonaat Isopore® filters (5,0µm; Millipore).
Er wordt gebruik gemaakt van de volgende absorberende schijfjes
(25mm diameter, 0,45µm poriëngrootte): glasvezelschijfjes met een
absorberend vermogen van 340µl (Gelman Sciences, Ann Arbor, Mich., VS),
celluloseschijfjes met een absorberend vermogen van 600µl (Millipore) en
HABP nitrocelluloseschijfjes met een absorberend vermogen van 100µl
(Millipore).
Voor de incubatie wordt de membraanfilter ingesloten in een Analyslide®
(47mm diameter; Gelman Sciences) of een petrischaal (25mm; Novolab,
Geraardsbergen). De lucht in een petrischaal wordt vochtig gehouden door
een met water doordrenkt glasvezelschijfje aan het deksel te bevestigen.
Kleine volumes oplossingen (<10ml) worden gesteriliseerd door middel
van filtratie over Acrodisc® PVDF (0,2µm poriëngrootte, 13mm diameter;
Gelman Sciences) en Millex®-GP (0,22µm poriëngrootte; Millipore) filters.
Grote volumes worden in steriele filtreereenheden (Filterunit CA 0,22; Corning
inc., New York, VS) over een membraanfilter met een poriëngrootte van
0,22µm gefiltreerd.
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3.1.2 Groeimedia
Als groeimedia worden Sabouraud glucose (BD, Franklin Lakes, NJ, VS)
bouillon (SGB) en agar (SGA), mout extract (20g glucose, 1g pepton, 20g
mout extract poeder/l) bouillon (MEB) en agar (MEA), S10 (Sabouraud 1/10
verdund, toevoeging van 1g MgSO4.7H2O en 1g KH2PO4 per liter) bouillon
(S10B) en agar (S10A), trypton soja bouillon (TSB) en agar (TSA) (BD) en
agarplaten met 5% schapenbloed (Oxoid N.V., Drongen) gebruikt. Voor de
kweek van microkolonies op membraanfilters worden aan SGB en TSB een
antibacterieel mengsel (5mg/l) en groeifactoren (Bauters et al., 2000)
toegevoegd, wat respectievelijk SGB-T* en TSB-T* oplevert. Het
antibacteriële mengsel bestaat uit ticarcilline (4,688µg/l) - clavulaanzuur
(312µg/l) (Timentin®, SmithKline Beecham Pharma, Genval). Het mengsel van
groeifactoren is samengesteld uit pyridoxine (10µg/ml), thiamine (1,0µg/ml),
nicotinezuur (0,1µg/ml), riboflavine (10µg/ml), pantotheenzuur (1,0µg/ml),
para-aminobenzoëzuur (1,0µg/ml) en inositol (10µg/ml) (alles afkomstig van
Sigma-Aldrich, Bornem). In een preliminair onderzoek werd de groei van A.
fumigatus bij 45°C en 48°C in beide bouillons turbidimetrisch nagegaan i.f.v.
de tijd. De snelste groei werd geobserveerd bij 45°C in SGB-T*.
3.1.3 Buffers en reagentia
Voor de enzymatische leefbaarheidsmerking wordt een ChemSol®B2
buffer (Chemunex) gebruikt. Voor de merking van filamenten en microkolonies
met andere enzymsubstraten worden 0,1M fosfaat-citraat buffers (pH 4,5 of
6,7) gebruikt waaraan 0,1% (g/vol) digitonine (Sigma-Aldrich) als
membraanpermeabilisator en 1mM MgCl2 als cofactor zijn toegevoegd. De pH
van het SGB-T* medium wordt aangepast m.b.v. twee 0,1M fosfaat-citraat
buffers (pH 3,0 en 4,4). De enzymen alfa-galactosidase (American
Laboratories Inc, Omaha, Nebraska, VS) en beta-galactosidase (Sigma-
Aldrich) worden getest in een concentratie van 1,25 / 2,5 / 7,5 µg/ml in 0,1M
fosfaat-citraat buffer, pH 4,5.
Voor de in-situ hybridisatie met oligonucleotide probes worden de
volgende buffers gebruikt:
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-  Tris-HCl buffer: 10mM Tris-HCl (Sigma-Aldrich), 1mM Na2EDTA, pH 8,0.
-  permeabilisatiebuffer: 1x zoutfosfaat buffer (PBS), 1% natriumlaurylsulfaat
(SDS; Fluka, Buchs, Zwitserland), pH 5,5.
- lysebuffer: 1mg/ml chitinase (Sigma-Aldrich), 2mM CaCl2, 200mM
natriumfosfaat buffer, pH 6.
-  hybridisatiebuffer: mengsel van 180µl 5M NaCl, 20µl 1M Tris-HCl buffer (pH
8,0), 1µl 10% SDS, aangevuld met 30, 35, 50 of 55% (v/v) formamide en
MilliQ water tot 1ml. De buffer wordt dagelijks vers bereid.
-  wasbuffer: mengsel van 1ml 1M Tris-HCl buffer, 500µl 0,5M Na2EDTA, 50µl
10% SDS, verschillende volumes van 5M NaCl (afhankelijk van de formamide
concentratie, respectievelijk 1,02 / 0,7 / 0,18 / 0,1 ml) en MilliQ water tot een
finaal volume van 50ml. De buffer wordt dagelijks vers bereid.
- TTBS buffer: 50mM Tris-HCl, 150mM NaCl, 0,1% Tween-20 (Sigma-Aldrich),
pH 7,6.
-  TTBS-BSA-NRS: TTBS buffer met 3% runderserum albumine (BSA; Sigma-
Aldrich) en 5% normaal konijnserum (NRS; Sanbio, Uden, Nederland).
-  Alkalisch fosfatase (AP) buffer: mengsel (pH 9,5) van 100mM Tris-HCl,
100mM NaCl, 50mM MgCl2 en 0,1% Tween-20, met 1mM levamisole (Sigma-
Aldrich) om de cellulaire activiteit van het alkalisch fosfatase te inhiberen.
-  Mounting solution Citifluor® AF3 (Citifluor, Londen, VK) wordt gebruikt voor
de bevochtiging van het HAPB schijfje waarop de membraanfilter gelegd
wordt voor analyse met de microscoop of de ChemScan®.
Voor de in-situ hybridisatie (ISH) met de PNA probe worden volgende
buffers gebruikt, zoals beschreven door Oliveira et al. (2001):
- hybridisatiebuffer: een mengsel bestaande uit 10mM NaCl, 5mM Na2EDTA,
10% dextraansulfaat (Sigma-Aldrich), 30% formamide, 0,1% natrium-
pyrofosfaat (Sigma-Aldrich), 0,2% polyvinylpyrrolidone, 0,2% Ficoll (Sigma-
Aldrich), 0,1% Triton X-100 en 50mM Tris-HCl (pH 7,5).
-  wasbuffer: een mengsel bestaande uit 5mM Tris (pH 10), 15 mM NaCl en
0,1% Triton X-100.
Voor de antilichaammerking wordt een TBS-BSA-NRS buffer gebruikt.
Deze buffer bestaat uit TBS (50mM Tris-HCl, 150mM NaCl, pH 7,6) waaraan
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3% BSA en 5% NRS worden toegevoegd. De buffer wordt gebruikt in de
blokkerings-, was- en hybridisatiestap van de ISH procedure.
Om de invloed na te gaan van o-fenylfenol en p-tert-amylfenol (O’Connor
& Rubins, 1991) op de leefbaarheid van filamenten, wordt een mengsel van
5% o-fenylfenol (Sigma-Aldrich) en 6,3% p-tert-amylfenol (Sigma-Aldrich) 1:50
en 1:20 verdund in SGB-T*.
Voor de monstervoorbehandeling worden de volgende reagentia
gebruikt: rhDNaseI oplossing (Pulmozyme®, Roche, Brussel) (1000U/ml in
150mM NaCl, 1,35mM CaCl2, pH 6,8), trypsine oplossing (FIP International
Center for Enzym Standards, Gent) (42,4 FIP U/ml fysiologisch water),
HEPES buffer (20mM HEPES, pH 7,0), dithiotreitol (DTT)/Triton X-100
mengsel (1,5% DTT, 0,1% Triton X-100, 0,9% NaCl; alle producten afkomstig
van Sigma-Aldrich), DTT oplossing (6,5mM), calcium geactiveerd neutraal
protease calpaïne (Sigma-Aldrich) (2,5mM), Ca2+ stockoplossing (100µM) en
SDS stockoplossing (10%).
3.1.4 Fluorescente merkers
De verdunningen van alle fluorescente merkers worden dagelijks vers
bereid en gefiltreerd vóór gebruik.
3.1.4.1 Enzymsubstraten
Voor de leefbaarheidsmerking wordt gebruik gemaakt van een fluorigeen
leefbaarheidssubstraat voor esterasen, het ChemChromeV6 (Chemunex).
ChemChromeV6 wordt 1:100 verdund in ChemSol®B2 en bewaard bij 4-8°C
in het donker.
Een alfa-L-arabinopyranoside substraat is enkel beschikbaar als een 4-
methylumbelliferyl (4-MU) (Melford Laboratories, Ipswich, VK) derivaat. In het
Laboratorium voor Medicinale Chemie (Universiteit Gent) wordt een resorufine
(RES) derivaat van het beta-D-arabinopyranoside gesynthetiseerd. Als beta-
D-galactopyranoside substraten worden RES en N-methylindol (MI) derivaten
gebruikt (respectievelijk afkomstig van Sigma-Aldrich en Biosynth AG, Staad,
Zwitserland). Een stockoplossing van de substraten (10mg/ml) wordt bereid in
dimethylsulfoxide (DMSO) (Fluka) en bewaard bij –20°C. De substraten
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worden gebruikt in een finale concentratie van 0,01% (g/vol) in 0,1M fosfaat-
citraatbuffer (pH 4,5 voor 4-MU derivaten, pH 6,7 voor MI en RES derivaten).
Voor de testen met het zuiver enzym worden de substraten 4-MU-alfa-/4-MU-
beta-D-galactopyranoside (Sigma-Aldrich) en 4-MU-alfa-L-arabinopyranoside
getest in een concentratie van 1mM.
3.1.4.2 Fluorescente in-situ hybridisatie (FISH)
Vier probes die respectievelijk beschreven zijn door Hendolin et al.
(2000), Sandhu et al. (1995), Park et al. (1997) en Einsele et al. (1997), en
een eigen ontworpen probe worden gesynthetiseerd door Invitrogen
(Merelbeke). De sequenties (5’–3’) van deze oligonucleotide probes zijn
respectievelijk GACACCCAACTTTATTTTTC, CTCGGAATGTATCA, GCGG-
GTCATCATAGAAACACCGC, CATGGCCTTCACTGGCTGTGGGGGGAAC-
CAA en AGCAATTTATACGGTGAA. Het 5’ einde van de probes wordt
gemodificeerd met een fluoresceïne isothiocyanaat (FITC, zie Hoofdstuk 6,
Fig. 6.5) label. Daarnaast wordt de probe beschreven door Einsele et al.
(1997) ook als een FITC-gemerkte PNA probe gesynthetiseerd door Applied
Biosystems (Lennik). De stockoplossingen (500µg/ml) van de probes in Tris-
HCl buffer worden bewaard bij –20°C. Voor hybridisatie worden de probes
verdund tot een finale concentratie van 50µg/ml in de gepaste
hybridisatiebuffer.
Voor signaalamplificatie worden alkalisch fosfatase-geconjugeerde
F(ab’)fragmenten van konijn anti-FITC antilichamen (AP-anti-FITC) (Dako,
Glostrup, Denemarken) gecombineerd met fluoresceïne difosfaat (FDP)
(Molecular Probes, Leiden, Nederland) of 3-o-methylfluoresceïne fosfaat (3-o-
MFP) (Research Organics, Cleveland, OH, VS). Het AP-anti-FITC wordt 1:100
verdund in TTBS buffer. Het 3-o-MFP en het FDP worden gebruikt als een
1mM oplossing in AP buffer.
3.1.4.3 Fluorescente antilichaammerking
Monoklonale muis anti-Aspergil lus (Mab-WF-AF-1 kloon) IgM
antilichamen (primaire antilichamen), FITC-geconjugeerde F(ab’)2 fragmenten
van konijn anti-muis immunoglobulinen en TRITC-conjugeerde konijn anti-
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muis immunoglobulinen (secundaire antilichamen) zijn afkomstig van Dako.
De primaire en secundaire antilichamen worden respectievelijk 1:20 en 1:50
(Stynen et al., 1992) verdund in TBS-BSA-NRS. De dagelijks vers bereide
verdunningen worden vóór gebruik gefiltreerd over een Acrodisc®.
Voor de signaalamplificatie worden dezelfde reagentia gebruikt als bij de
FISH (zie 3.1.4.2).
3.2 STAMMEN
De volgende stammen, afkomstig van het Wetenschappelijk Instituut
voor Volksgezondheid - Louis Pasteur, afdeling Mycologie (Brussel) (vroeger
het Instituut voor Hygiëne en Epidemiologie, afdeling Mycologie, IHEM,
genoemd), (met IHEM code nummers) worden gebruikt bij de methode-
ontwikkeling: Absidia corymbifera (5092, 3106), Alternaria alternata (2505),
Alternaria tenuissima (3327), Aspergillus clavatus (5138, 9776), Aspergillus
flavus (2700, 6791), Aspergillus fumigatus (4728, 2494, 3007), Aspergillus
nidulans (4190, 3563), Aspergillus niger (4781, 9673), Aspergillus terreus
(349, 3280), Aspergillus versicolor (2157,3202), Candida albicans (10284),
Candida dubliniensis (14280), Candida lusitaniae (3974), Cryptococcus
neoformans (7262), Curvularia lunata (9826), Cunninghamella bertholletiae
(7040), Drechslera biseptata (678), Fusarium graminearum (2994, 2995),
Fusarium solani (6743), Fusarium oxysporum (14513), Geotrichum candidum
(1178), Paecilomyces variotii (14443), Penicillium chrysogenum (3035, 2349),
Penicillium digitatum (3201), Penicillium italicum (3200), Penicillium
janczewskii (3199), Penicillium simplicissimum (3505), Penicillium piceum
(3036), Pseudallescheria boydii (3747, 1055, 3724), Rhizomucor pusillus
(10343, 4897), Rhizopus microsporus (7978), Rhizopus oryzae (6016),
Rhizopus stolonifer (718), Sporothrix shenckii (3774), Trichosporon cutaneum
(3002) en Mucor racemosus (325). Daarnaast worden ook isolaten uit de
eigen collectie gebruikt: A. fumigatus (n=3), C. guilliermondii (n=1), C. glabrata
(n=1), C. kefyr (n=1), C. krusei (n=1), C. parapsilosis (n=1), C. tropicalis (n=1),
Cladosporium spp. (n=2), F. solani (n=2), Penicillium sp. (niet geïdentificeerd
tot op species niveau, n=3) en S. cerevisiae (n=1).
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3.3 MONSTERS VAN RESPIRATOIRE SECRETEN
Aspergillus spp. negatieve monsters van respiratoire secreten worden ter
beschikking gesteld door het Universitair Ziekenhuis Gent (UZG) en het
Zeepreventorium (De Haan). Alle monsters worden bewaard bij –20°C.
Daarnaast worden ook 5 verse A. fumigatus positieve (aangetoond via kweek
en microscopie) sputum monsters van hematologische patiënten uit het UZG
geanalyseerd.
3.4 DETECTIEAPPARATUUR
Voor de detectie van de enzymatische merkingen wordt gebruik gemaakt
van de ChemScan®C met de aangesloten Olympus epifluorescentie-
microscoop (Hoofdstuk 3, 3.2) en een Leica MS5 stereomicroscoop (Progress
Control, Waalwijk, Nederland). Deze stereomicroscoop is voorzien van een
oculair (10X 21B), verschillende objectieven (0,63x,1,0x,1,6x, 2,5x en 4,0x),
een externe lichtbron (Leica CLS150XE) en verschillende excitatie- en
emissiefilters (met bandbreedte) (Chroma Technology corp., Brattleboro, VT,
VS) voor golflengten van respectievelijk 366nm (40) en 460nm (50) (blauwe
fluorescentie), 480nm (30) en 535nm (40) (groene fluorescentie) en 577nm
(10) en 620nm (60) (rode fluorescentie).
Fluorescente metingen in zwarte microtiterplaten met 96 kuipjes
(CulturPlateTM96-F, Packard Bioscience, Groningen, Nederland) worden
uitgevoerd met de Wallac Victor2TM 1420 Multilabel Counter (PerkinElmerTM
Life and Analytical Sciences, Boston, MA, VS). De fluorescentiemeting wordt
uitgevoerd met een excitatiefilter van 355nm (40) en een emissiefilter van
460nm (25).
3.5 PROCEDURES
3.5.1 Opkweken van de stammen
De stammen worden gekweekt op een schuine bodem met SGA, MEA of
S10A gedurende minimaal 48-72u bij 25 of 37°C, tot zij volledig volgroeid zijn.
De gevormde sporen worden vervolgens van de schuine agar afgespoeld met
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5ml fysiologisch water (FW) waaraan 0,05% Tween-20 is toegevoegd. Van de
verkregen sporensuspensie wordt 100µl in een steriele buis met 10ml SGB,
MEB of S10B gemengd. De buizen worden gedurende minimaal 12u bij 25°C
of 37°C geïncubeerd in een schuddend waterbad om kleine filamenten te
bekomen. Voor gisten wordt een suspensie gemaakt in 10ml SGB die een
transmissie vertoont tussen 75-77% bij 530nm. Deze suspensie wordt
achtereenvolgens 1:100 en 1:10 verdund in SGB.
3.5.2 Merkingsprocedures
3.5.2.1 Specifieke enzymsubstraten
Voor de fluorescente merking van Aspergillus sp. filamenten en
microkolonies m.b.v. enzymsubstraten, wordt 100µl van een suspensie van
filamenten gefiltreerd over een CycloblackTM polyesterfilter. Voor de merking
van filamenten wordt deze membraanfilter gedurende 30min bij 30°C
geïncubeerd op een glasvezelschijfje, dat bevochtigd is met substraat-
oplossing, in een petrischaal. Voor de merking van microkolonies wordt de
membraanfilter met de weerhouden filamenten eerst geïncubeerd in een
Analyslide® op een celluloseschijfje verzadigd met SGB-T* gedurende 6, 8,
10, 12 of 14u bij 45°C (voor A. fumigatus) of 37°C (voor A. flavus en A.
terreus). Vervolgens wordt de membraanfilter gedurende 30min bij 30°C
geïncubeerd in een petrischaal op een met substraatoplossing bevochtigd
glasvezelschijfje.
Voor de observatie van fluorescent gemerkte microkolonies met de
stereomicroscoop worden de petrischaaltjes met de membraanfilters
rechtstreeks onder de microscoop gelegd. Voor de detectie van fluorescente
microkolonies met de epifluorescentiemicroscoop of de detectie van
fluorescente filamenten met de ChemScan® (filam.app, zie 5.2.4) wordt de
membraanfilter op een met 0,1M citraat-fosfaat buffer (pH 4,5 voor 4-MU
derivaten, pH 6,7 voor MI en RES derivaten) doordrenkt HAPB schijfje in een
metalen filterhouder geplaatst. Met de stereo- en epifluorescentiemicroscoop
wordt de fluorescentie van de MI, RES en MU ‘labels’ geëvalueerd m.b.v. de
gepaste emissie/excitatiefilters, terwijl met de ChemScan® enkel de merkingen
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met een MI-substraat worden geanalyseerd. De filters geïncubeerd met 4-MU
derivaten worden vóór de analyse besproeid met 1,2M NaOH.
3.5.2.2 Fluorescente in-situ hybridisatie (FISH)
Honderd µl van een suspensie van A. fumigatus filamenten wordt
gefiltreerd over een CycloblackTM polyesterfilter. De membraanfilter wordt op
de filtreerbrug gedurende 20sec bedekt met alcohol, die nadien wordt
doorgezogen. Vervolgens wordt de membraanfilter in een petrischaal op een
met alcohol doordrenkt celluloseschijfje gelegd en 20min geïncubeerd bij
kamertemperatuur (KT). Na incubatie wordt de membraanfilter op de
filtreerbrug 3x gewassen met 1ml MilliQ water. Voor de permeabilisatie van de
cellen wordt de membraanfilter eerst geïncubeerd op een glasvezelschijfje,
bevochtigd met permeabilisatiebuffer, vervolgens 3x gewassen met 1ml MilliQ
water, nadien 10min geïncubeerd bij KT op een glasvezelschijfje verzadigd
met lysebuffer en finaal 3x gewassen met 1ml MilliQ water. Voor de
hybridisatie wordt de membraanfilter in een vochtige petrischaal geïncubeerd
op 100µl probe-oplossing gedurende 1,5u bij een hybridisatietemperatuur (Th)
tussen 37°C en 55°C (afhankelijk van de gebruikte probe en formamide
concentratie). Vervolgens wordt de membraanfilter 3x gespoeld met 500µl
verwarmde wasbuffer (met een wastemperatuur (Tw)= Th + 2°C) en
gedurende 20min geïncubeerd bij Tw op een celluloseschijfje verzadigd met
wasbuffer. Nadien wordt de membraanfilter 3x gewassen met 1ml MilliQ water
en op een met Citifluor®AF3 bevochtigd HAPB schijfje gelegd voor analyse
met de ChemScan® (filam.app).
Om het fluorescent signaal te amplificeren wordt de membraanfilter vóór
ChemScan® analyse onderworpen aan de volgende procedure: 10min
incubatie bij 30°C op een glasvezelschijfje bevochtigd met TTBS-BSA-NRS,
incubatie gedurende 30min bij 30°C op 100µl AP-anti-FITC oplossing, 3x
wassen met 500µl AP buffer, incubatie bij KT gedurende 5min op een met AP
buffer doordrenkt glasvezelschijfje en incubatie gedurende 20min bij 37°C op
100µl 3-o-MFP of FDP oplossing. De membraanfilter wordt finaal 1x
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gewassen met 500µl MilliQ water en geanalyseerd met de ChemScan®
(filam.app).
3.5.2.3 Immunologische merking
Voor de immunologische merking van enkelvoudige A. fumigatus
filamenten wordt 100µl van een suspensie gefiltreerd over een CycloblackTM
polyesterfilter. Om niet-specifieke bindingsplaatsen te blokkeren wordt de
membraanfilter eerst op 100µl TBS-BSA-NRS in een petrischaal gelegd en
gedurende 10min geïncubeerd bij 30°C. De membraanfilter wordt daarna op
de filtreerbrug gelegd en een aantal seconden gedroogd aan de lucht. Dit
laatste is essentieel voor een goede merking. Vervolgens wordt de
membraanfilter in een petrischaal gedurende 30min bij 30°C geïncubeerd op
100µl van de primaire antilichaamverdunning. Na incubatie wordt de
membraanfilter 3x gespoeld met 1ml TBS-BSA-NRS op de filtreerbrug en op
100µl van de secundaire FITC-antilichaamverdunning gelegd. De petrischaal
wordt afgeschermd van het licht en gedurende 30min bij 30°C geïncubeerd.
Na de immunologische merking wordt de membraanfilter opnieuw 3x
gespoeld met 1ml TBS-BSA-NRS. De signaalamplificatie wordt uitgevoerd
zoals beschreven in 3.5.2.2. De membraanfilter wordt finaal op een met
Citifluor® AF3 bevochtigd HAPB schijfje in een metalen filterhouder gelegd en
gescand met de ChemScan® (filam.app). Microscopische inspectie met de
FITC filterkubus toont de binding van de fluorescente antilichamen aan de
celwand.
3.5.2.4 Niet-specifieke leefbaarheidsmerking
Voor de niet-specifieke leefbaarheidsmerking (ChemChrome®V6
merking) van enkelvoudige schimmelfilamenten wordt 100µl van een
suspensie gefiltreerd over een CycloblackTM polyesterfilter. De membraanfilter
wordt op 100µl van het leefbaarheidssubstraat (zie 3.1.4.1) in een
petrischaaltje geïncubeerd gedurende 1u bij 30°C. Na incubatie wordt de
membraanfilter op een met ChemSol®B2 bevochtigd HAPB schijfje gelegd in
een metalen filterhouder en geanalyseerd met de ChemScan® (filam.app). De
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morfologie van de fluorescente ‘spots’ wordt m.b.v. de epifluorescentie-
microscoop en de FITC filterkubus geïnspecteerd.
3.5.2.5 Dubbele merking
Honderd µl van een suspensie van A. fumigatus filamenten wordt
gefiltreerd over een zwarte Isopore® polycarbonaatfilter. De immunologische
merking (zonder signaalamplificatie) wordt uitgevoerd zoals beschreven in
3.5.2.3. Er wordt nu echter gebruik gemaakt van secundaire TRITC-gemerkte
antilichamen i.p.v. FITC-gemerkte antilichamen. Na de immunologische
merking wordt de membraanfilter onderworpen aan de leefbaarheidsmerking,
zoals beschreven in 3.5.2.4. Finaal wordt de membraanfilter op een met
Citifluor® AF3 bevochtigd HABP schijfje in de metalen filterhouder geplaatst en
gescand met de ChemScan® laser (filam.app). Microscopische inspectie van
de gemerkte filamenten gebeurt m.b.v. zowel de FITC als de TRITC
filterkubus, waarmee respectievelijk de groene en rode fluorescentie,
afkomstig van de leefbaarheidsmerking en de immunologische merking,
worden waargenomen.
3.5.2.6 Microkolonievorming gevolgd door dubbele merking
Honderd µl van een suspensie van A. fumigatus filamenten wordt
gefiltreerd over een zwarte Isopore® polycarbonaatfilter. De membraanfilter
wordt vervolgens in een petrischaal gelegd op een celluloseschijfje dat
verzadigd is met SGB-T*. Het geheel van membraanfilter en schijfje wordt
ingesloten in een Analyslide® en geïncubeerd gedurende 6u bij 45°C. Na
incubatie wordt de membraanfilter op de filtreerbrug 3x gespoeld met 1ml
TBS-BSA-NRS. Vervolgens wordt de procedure voor de immunologische
merking, de leefbaarheidsmerking en de ChemScan® analyse (microkol.app)
gevolgd, zoals beschreven in 3.5.2.5.
3.5.3 Enzymatische splitsing van het 4-MU-alfa-L-arabinopyranoside
De splitsing van het 4-MU-alfa-L-arabinopyranoside wordt getest in
aanwezigheid van verschillende concentraties (1,25 / 2,5 / 7,5 µg/ml) van de
enzymen alfa-galactosidase en beta-galactosidase. Daarbij worden de
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substraten 4-MU-alfa- en 4-MU-beta-D-galactopyranoside als controles
gebruikt. Als controle worden eveneens oplossingen van enkel de substraten
zonder enzym getest. De verschillende gebufferde oplossingen van de
substraten en het enzym worden afgevuld in een zwarte microtiterplaat. De
fluorescentie in de kuipjes van de microtiterplaat wordt bepaald in functie van
de tijd met behulp van de Wallac Victor2TM.
3.5.4 Selectieve inactivatie van filamenten door chemicaliën en
incubatieomstandigheden
3.5.4.1 Invloed van fenolen
Van suspensies met A. fumigatus of Penicillium sp. filamenten wordt
telkens 250µl (ongeveer 50 cellen) gefiltreerd over drie CycloblackTM
polyesterfilters. De membraanfilters worden vervolgens gedurende 1u bij 45°C
geïncubeerd op celluloseschijfjes die doordrenkt zijn met één van de volgende
3 oplossingen: een 1:20 en een 1:50 verdunning van het mengsel van
fenolen, en SGA-T* (controlefilter). Na incubatie worden de membraan-filters
onderworpen aan de niet-specifieke leefbaarheidsmerking en de ChemScan®
analyse, zoals beschreven in 3.5.2.4
3.5.4.2 Invloed van pH, incubatietijd en -temperatuur
Van suspensies met A. fumigatus of Penicillium spp. filamenten wordt
telkens 1ml (ongeveer 200 cellen) gefiltreerd over een CycloblackTM
polyesterfilter. In een eerste experiment worden per isolaat 6 membraanfilters
bij 45°C geïncubeerd op schijfjes verzadigd met SGB-T*. Om het uur wordt
één van de membraanfilters geanalyseerd met behulp van ChemScan®, na
leefbaarheidsmerking zoals beschreven in 3.5.2.4
In een tweede experiment worden per isolaat 6 membraanfilters op met
SGB-T* verzadigde celluloseschijfjes gelegd en geanalyseerd na een
incubatie van respectievelijk 90, 30 en 10min bij 60°C, 90 en 45min bij 50°C
en 30min bij 55°C. In een derde experiment worden per isolaat 9
membraanfilters gedurende respectievelijk 30, 45 of 60min geïncubeerd op
celluloseschijfjes verzadigd met SGB-T* met een pH 3,6, 4,9 of 5,7 en
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vervolgens geanalyseerd. Bij elk experiment wordt per isolaat steeds één
(controle)membraanfilter onmiddellijk geanalyseerd.
3.5.5 Detectie van A. fumigatus in monsters van respiratoire secreten
3.5.5.1 Inoculatie van de monsters
Er wordt een suspensie van A. fumigatus filamenten gemaakt, zoals
beschreven in 3.5.1. De concentratie van de filamenten in de suspensie wordt
met behulp van de niet-specifieke leefbaarheidsmerking en de ChemScan®
bepaald (zie 3.5.2.4). Bij de evaluatie van de morfologie en de grootte van de
fluorescente filamenten met de epifluorescentiemicroscoop worden geen
ongekiemde sporen teruggevonden. Deze suspensie wordt vervolgens
gecentrifugeerd, 2 x gewassen met 1ml FW en gehersuspendeerd in FW tot
een gewenste concentratie van 200 filamenten/ml. Voor het nagaan van de
‘recovery’ van de procedures worden van deze suspensie respectievelijk 100
en 150µl (20 en 30 filamenten) gemengd met 1ml sputum (of BAL-sputum
mengsel) en 3ml zuiver BAL. Voor de evaluatie van de detectielimiet van de
procedures worden respectievelijk 10µl en 20µl (2 en 4 filamenten) van de
suspensie gemengd met 500µl sputum.
3.5.5.2 Voorbehandeling en filtratie van de monsters
Op de monsters wordt eerst een enzymatisch-chemische
voorbehandeling toegepast. Hiertoe wordt een mengsel van 1ml sputum en
200µl rhDNaseI oplossing 30min geïncubeerd bij 37°C. Vervolgens wordt
200µl trypsine oplossing toegevoegd en na mengen met een vortex mixer
wordt het geheel opnieuw 30min geïncubeerd bij 37°C. Na incubatie worden
600µl HEPES buffer en 1000µl DTT/Triton X-100 mengsel toegevoegd. Het
gehele mengsel wordt minimaal gedurende 15min bij KT geïncubeerd. De
bekomen gedenatureerde monsters worden gefiltreerd over zwarte Poretics®
en witte Isopore® polycarbonaatfilters met een poriëngrootte van 5,0µm.
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3.5.5.3 Analyse van de klinische monsters
De VFC procedures voor de niet-specifieke leefbaarheidsmerking van
filamenten en de dubbele (specifieke) merking van A. fumigatus microkolonies
worden toegepast op de zwarte Poretics® filters, zoals beschreven in
respectievelijk 3.5.2.4 en 3.5.2.6. Er wordt een kleine wijziging aangebracht in
de niet-specifieke procedure, die oorspronkelijk 1u duurt. De merking met
ChemChrome®V6 wordt nu voorafgegaan door een 1,5u pre-incubatie bij 45°C
op een celluloseschijfje doordrenkt met SGB-T. Voor de referentie-
plaatmethode wordt de witte Isopore® membraanfilter geïncubeerd op een
bloedagar gedurende 24-48u bij 37°C.
De recovery in de niet-specifieke en specifieke VFC procedure en de
referentieplaatmethode wordt bepaald op twee sets van 15 sputum of
gemengde sputum-BAL monsters. Eén ml sputum, geïnoculeerd met
ongeveer 20 filamenten (min 18 – max 26), wordt na voorbehandeling in twee
gelijke delen verdeeld. De helft van het monster (dat ongeveer 10 filamenten
bevat) wordt geanalyseerd met een VFC procedure (de specifieke VFC
procedure voor één set van monsters en de niet-specifieke VFC procedure
voor de andere set) en de andere helft met de referentieplaatmethode.
Daarnaast worden 5 zuivere BAL monsters (3ml), geïnoculeerd met ongeveer
30 filamenten (min 27 – max 33), verdeeld in drie gelijke delen, die worden
geanalyseerd met respectievelijk beide VFC procedures en de referentie-
plaatmethode.
De detectielimiet van de twee VFC procedures en de referentieplaat-
methode wordt bepaald op 500µl sputum, artificieel geïnoculeerd met 2 (n=7)
of 4 filamenten (n=7).
De drie procedures worden eveneens toegepast op 5 A. fumigatus
positieve BAL-sputum mengsels (1ml), afkomstig van patiënten met een
vermoedelijke pulmonaire aspergillose.
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4. PRINCIPES
4.1 ALGEMEEN CONCEPT
Het basisconcept van een snelle specifieke detectiemethode voor A.
fumigatus is een instrumentele visualisatie op een membraanfilter van
enkelvoudige filamenten of van microkolonies gevormd uit filamenten (niet uit
sporen) tijdens een korte groeistap. Voor de detectie van filamenten komen de
ChemScan® en de epifluorescentiemicroscoop in aanmerking. Voor de
observatie van microkolonies kan naast deze twee technieken bovendien nog
een stereomicroscoop worden gebruikt.
4.2 INSTRUMENTELE TECHNIEKEN
4.2.1 Microscopische detectie
Fluorescent gemerkte A. fumigatus microkolonies op een 25mm
membraanfilter worden gedetecteerd met een epifluorescentiemicroscoop bij
een lage vergroting (X1,2/0,04 objectief), of met een gemodificeerde stereo-
microscoop, uitgerust voor fluorescentiemeting. Met de epifluorescentie-
microscoop kunnen ook enkelvoudige, fluorescent gemerkte filamenten
worden geobserveerd. Het gebruik van een microscoop met excitatie- en
emissiefilters laat een brede waaier aan fluorescente ‘labels’ toe, die bij
uiteenlopende golflengten exciteerbaar zijn. Voor de specifieke detectie van A.
fumigatus m.b.v. microscopie wordt enkel een enzymatische merking
toegepast, met substraten die na splitsing een blauwe, groene of rode
fluorescentie opleveren (zie 4.3.1).
4.2.2 Detectie met behulp van VFC (ChemScan®)
De ChemScan® kan zowel fluorescent gemerkte microkolonies als
enkelvoudige filamenten detecteren op een 25mm membraanfilter. De
discriminatieparameters zullen in beide gevallen echter verschillen (zie
respectievelijk 5.2.6, Tabel 4.2 en 5.2.4, Tabel 4.1). Enkel fluorochromen die
bij 488nm worden geëxciteerd zijn bruikbaar. Volgende strategieën worden
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geëvalueerd met het oog op een specifieke detectie van A. fumigatus m.b.v.
VFC:
1. Specifieke enzymatische merking (4.3.1).
2. Specifieke merking op basis van fluorescente in-situ hybridisatie
(FISH) (4.3.2).
3. Specifieke immunologische merking (antilichamen) (4.3.3).
4. Combinatie van een niet-specifieke merking (4.3.4) met een
immunologische merking (4.3.3): dubbele merking (4.3.5).
5. Microkolonievorming gevolgd door een dubbele merking (4.3.6).
6. Selectieve inactivatie van filamenten van kruisreagerende species
gevolgd door een dubbele merking (4.3.7).
De resultaten bekomen via deze strategieën worden beoordeeld op
basis van drie criteria: (i) de intensiteit van de merking, (ii) de interferentie van
andere schimmels en (iii) de kwantitatieve detectie (= rendement) van
gemerkte A. fumigatus filamenten/microkolonies met een duidelijke
discriminatie ten opzichte van (auto)fluorescente partikels. Om het rendement
van de fluorescente merking te evalueren worden de gedetecteerde aantallen
filamenten/microkolonies (VFC celgetallen) in elke procedure vergeleken met
de aantallen filamenten bekomen via de niet-specifieke merking (4.3.4).
4.3 FLUORESCENTE MERKING
4.3.1 Specifieke enzymatische merking
Tijdens eerder onderzoek in het laboratorium werden specifieke
methoden ontwikkeld voor de detectie van Candida spp. (Bauters et al., 1999)
en A. fumigatus (Bauters & Nelis, 2000b) in klinische monsters, gesteund op
het aantonen van bepaalde enzymactiviteiten (zie verder) in microkolonies op
een membraanfilter. Als fluorigene enzymsubstraten werden derivaten van 4-
methylumbelliferon (4-MU) gebruikt en de fluorescente microkolonies werden
met het blote oog waargenomen. Cruciaal voor het bekomen van intens
fluorescente microkolonies was een tweestapsprocedure, waarbij een initiële
groeistap (membraanfilter op een selectief groeimedium) gescheiden werd
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van de eigenlijke fluorescente merking (membraanfilter in contact met een
fluorigeen substraat).
Een presumptieve differentiatie van 5 Candida spp. kon enkel gebeuren
door een combinatie van verschillende enzymactiviteiten na te gaan (N-acetyl-
beta-D-galactosaminidase, beta-D-galactosidase, pyrofosfatase en zure
fosfatase), terwijl voor A. fumigatus daarentegen een ogenschijnlijk species-
specifiek merkerenzym, het zogenaamde ‘arabinopyranosidase’, werd
gevonden op basis van de omzetting van het 4-MU-alfa-L-arabinopyranoside
(4-MU-L-ara) substraat. In de procedure voor A. fumigatus werd de
membraanfilter in een eerste stap bij 45°C geïncubeerd op een gemodificeerd
Sabouraud medium en vervolgens in een tweede stap in contact gebracht met
het 4-MU-L-ara substraat. In tegenstelling tot andere klinisch relevante
filamenteuze schimmels en gisten bleek enkel A. fumigatus fluorescente
microkolonies op te leveren. In het huidig vervolgonderzoek wordt getracht om
de snelheid van deze ‘specifieke’ enzymatische methode voor A. fumigatus te
verbeteren. Dit gebeurt op drie manieren:
1. Via een microscopische i.p.v. een visuele detectie van de
microkolonies.
2. Door het gebruik van andere fluorigene alfa-L-arabinopyranoside
substraten (op basis van N-methylindol of resorufine) die intenser
fluorescente reactieproducten zouden kunnen opleveren.
3. Door detectie van enkelvoudige filamenten i.p.v. microkolonies
d.m.v. VFC, na merking met substraten op basis van fluoresceïne of
N-methylindol, die met de argonlaser compatibel zijn.
4.3.2 FISH
In een FISH procedure worden cellen gemerkt via een hybridisatie met
fluorescent gemerkte oligonucleotide probes. Deze meestal synthetische
probes zullen selectief binden op een bepaald deel van het (doel) RNA of
DNA van de cel (Zwiglmaier, 2005). Voor filamenteuze fungi is dit het 5S, 18S
of 28S gedeelte van het ribosomaal RNA (Teerstra et al., 2004; Hayden et al.,
2003). De detectie van Aspergillus sp. ,  voornamelijk in weefselsecties
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(Kobayashi et al., 1999) en in mindere mate in respiratoire secreten
(Zimmerman et al., 2000) op basis van FISH is slechts beperkt onderzocht.
De meeste studies maken daarbij gebruik van genus-specifieke Aspergillus
spp. probes (Hayden et al., 2002; Kobayashi et al., 1999; Perez-Jaffe et al.
1997). Slechts één enkele studie beschrijft een species-specifieke probe voor
A. fumigatus (Park et al., 1997). Species-specifieke probes voor A. fumigatus
worden wel vaker toegepast in combinatie met PCR methoden (Hendolin et
al., 2000; Sandhu et al. 1995; Einsele et al., 1997).
Oligonucleotide probes worden steeds meer vervangen door
synthetische, peptide nucleïnezuur (PNA) probes. Dit zijn DNA nagebootste
structuren op basis van een polyamide ruggengraat van repetitieve N-(2-
amino-ethyl)glycine eenheden (Stender et al., 2002). PNA probes zouden
sneller en sterker binden, resistenter zijn tegen enzymatische afbraak en beter
door het omhulsel van fungi dringen dankzij hun hydrofoob karakter (Teerstra
et al., 2004). Het gebruik van PNA probes werd pas recent voor het eerst
toegepast op filamenteuze schimmels (Aspergillus niger en Schizophillum
commune) (Teerstra et al., 2004).
In dit onderzoeksgedeelte wordt de toepasbaarheid van FISH m.b.v. vijf
FITC-gemerkte oligonucleotide probes en 1 FITC-gemerkte PNA probe, getest
volgens verschillende hybridisatieprocedures, nagegaan voor de specifieke
detectie van enkelvoudige A. fumigatus filamenten met de ChemScan®.
4.3.3 Immunologische merking
Een immunologische merking met fluorescent gemerkte antilichamen
kan op een directe of een indirecte manier gebeuren. In de directe merking
wordt enkel gebruik gemaakt van primaire fluorescent gemerkte antilichamen,
terwijl de indirecte merking steunt op een combinatie van primaire niet-
gemerkte antilichamen en secundaire fluorescent gemerkte antilichamen, die
gericht zijn tegen de primaire. De indirecte merking vraagt meer handelingen
en is minder specifiek dan de directe merking, maar is gevoeliger omdat zij
een amplificatie van het signaal toelaat (Miller & Levinson, 1999). De
gebruikte antilichamen kunnen zowel polyklonaal als monoklonaal zijn. De
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kruisreactiviteit van monoklonale antilichamen is lager dan die van polyklonale
(Fenelon et al., 1999).
Anti-Aspergillus monoklonale antilichamen worden voornamelijk
aangewend voor de in-situ detectie van filamenten van A. fumigatus in
weefselsecties (Jensen et al., 1996; Fenelon et al., 1999). De specifieke
detectie van enkelvoudige A. fumigatus filamenten met de ChemScan® op
basis van een indirecte immunologische merking m.b.v. monoklonale muis
anti-Aspergillus IgM antilichamen (primair antilichaam) en FITC-gemerkte
konijn anti-muis IgM antilichamen (secundair antilichaam) wordt in dit
onderzoek geëvalueerd.
4.3.4 Niet-specifieke leefbaarheidsmerking
Voor de detectie van fungi met de ChemScan® wordt standaard gebruik
gemaakt van een leefbaarheidsmerking gebaseerd op de splitsing van een
niet-fluorescent carboxyfluoresceïne diacetaat (het ChemChrome®V6) door
intracellulaire esterasen (Hoofdstuk 6, 4.2.1). Deze niet-specifieke merking zal
elke cel fluorescent merken. Daar waar VFC tot nog toe enkel gebruikt werd
voor de detectie van sporen en gisten, wordt hier de toepassing ervan voor de
detectie van filamenten geëvalueerd. Deze niet-specifieke merking kan
toelaten om met de ChemScan® op een snelle manier het totaal aantal
filamenten aanwezig in een monster te bepalen.
4.3.5 Dubbele merking
Een niet-specifieke merking met ChemChrome®V6 (4.3.4) kan worden
gecombineerd met een merking met antilichamen die een rood-fluorescent
‘label’ dragen. De fluorescentie daarvan is niet detecteerbaar met de
ChemScan®, maar wel tijdens de validatiestap (zie 3.4) m.b.v. de aan de
ChemScan® gekoppelde epifluorescentiemicroscoop. De groen-fluorescente
filamenten op de membraanfilter worden eerst door de ChemScan®
gevisualiseerd. Vervolgens wordt bij de validatie van de ‘spots’ de rode
fluorescentie ervan onder de microscoop zichtbaar gemaakt. Als rode ‘labels’
komen Texas rood of TRITC in aanmerking.
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4.3.6 Microkolonievorming gevolgd door een dubbele merking
Om de specificiteit voor A. fumigatus te verbeteren wordt de dubbele
merking voorafgegaan door een pre-incubatie van de membraanfilter onder
omstandigheden (45°C, selectief medium) die de groei van A. fumigatus
bevorderen en die van kruisreagerende species afremmen.
4.3.7 Selectieve inactivatie van filamenten gevolgd door een dubbele
merking
Een tweede strategie om de specificiteit voor A. fumigatus te verbeteren
is gebaseerd op een pre-incubatie van de membraanfilter onder
omstandigheden (bij lage pH, bij verhoogde temperatuur, in aanwezigheid van
chemicaliën) die de leefbaarheid van filamenten van kruisreagerende species
aantasten (inactivatie), zodat ze niet meer met het ChemChrome®V6 worden
gemerkt, in tegenstelling tot filamenten van A. fumigatus.
4.4 KLINISCHE MONSTERS
De gebruikte instrumentele technieken vereisen een membraanfiltratie
van het monster. Klinische monsters als sputum of BAL-sputum mengsels zijn
echter vrij viskeus en moeilijk filtreerbaar. Om bijgevolg de ontwikkelde VFC
procedures voor een niet-specifieke en specifieke detectie van A. fumigatus te
kunnen toepassen op klinische monsters, moet de filtreerbaarheid ervan
verbeterd worden. Hiertoe dient een gepaste monstervoorbehandeling
ontwikkeld te worden.
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5. RESULTATEN
5.1 MICROSCOPISCHE DETECTIE
In een eerste aanpak wordt nagegaan hoe snel fluorescente
microkolonies van A. fumigatus, gemerkt met 4-methylumbellifery-alfa-L-
arabinopyranoside (4-MU-L-ara), een substraat voor het zogenaamde
‘arabinopyranosidase’ (Bauters & Nelis, 2000b), aangetoond kunnen worden
m.b.v. een epifluorescentiemicroscoop of een stereomicroscoop. De stereo-
microscoop laat enkel de detectie toe van minimaal 12u oude, blauw-
fluorescente microkolonies. Met de epifluorescentiemicroscoop zijn de
fluorescente microkolonies onduidelijk waarneembaar door de sterke
achtergrondfluorescentie, veroorzaakt door een diffusie van het fluorescent
splitsingsproduct.
In een tweede aanpak wordt onderzocht of andere fluorigene alfa-L-
arabinopyranoside substraten (op basis van de aglyconen N-methylindol (MI)
of resorufine (RES)) intenser fluorescente reactieproducten kunnen opleveren
en bijgevolg de detectie van microkolonies m.b.v. microscopie kunnen
versnellen. Het alfa-L-arabinopyranoside is echter enkel commercieel
beschikbaar als 4-MU derivaat. In de studie van Bauters & Nelis (2000b)
wordt aangetoond dat ook het 4-MU-beta-D-galactopyranoside wordt gesplitst
door A. fumigatus. Daarom worden eerst het MI-beta-D-galactopyranoside
(MI-D-galact) en het RES-beta-D-galactopyranoside (RES-D-galact) als
modelsubstraten getest om te voorspellen of respectievelijk een (te
synthetiseren) MI- of RES-alfa-L-arabinopyranoside toepasbaar zou zijn voor
de microscopische detectie van A. fumigatus microkolonies. Er wordt
bovendien ook een tweede RES derivaat getest, nl. het RES-beta-D-
arabinopyranoside (RES-D-ara). Onder de stereomicroscoop is de groene
fluorescentie van microkolonies gemerkt met MI-D-galact zeer zwak tot
nauwelijks zichtbaar, terwijl de rode fluorescentie van microkolonies gemerkt
met RES-D-galact of RES-D-ara wel duidelijk waarneembaar is. De
microkolonies moeten echter ook hier minimaal 12u oud zijn om de detectie
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ervan mogelijk te maken. Met de epifluorescentiemicroscoop wordt een
duidelijke, maar niet-homogene fluorescentie waargenomen na merking met
MI-D-galact. De fluorescentie na splitsing van de RES-D-galact en RES-D-ara
substraten is slechts zwak zichtbaar, maar fluorescent gemerkte
microkolonies (> 6u oud) en zelfs enkelvoudige filamenten kunnen toch
worden waargenomen op de membraanfilter.
Bijkomende experimenten, bedoeld om de gegevens van Bauters &
Nelis (2000b) te bevestigen, tonen echter aan dat, naast A. fumigatus, ook
microkolonies van twee andere Aspergillus spp., met name A. flavus en A.
terreus, met 4-MU-L-ara fluorescent gemerkt worden. Daarnaast wordt dit
substraat ook gesplitst door het alfa-galactosidase, weliswaar minder snel dan
het 4-MU-alfa-D-galactopyranoside, het natuurlijk substraat van dit enzym
(Fig. 4.3). Zelfs het beta-galactosidase is in staat het 4-MU-L-ara te
hydrolyseren (resultaten niet getoond). Deze gegevens zetten bijgevolg zowel
het species-specifiek karakter van het ‘arabinopyranosidase’ als het reëel
voorkomen ervan, zoals verondersteld door Bauters & Nelis (2000b), op de
helling.
Fig. 4.3: Fluorescentie van 4-methylumbelliferone na splitsing van de enzymsubstraten 4-MU-
alfa-D-galactopyranoside en 4-MU-alfa-L-arabinopyranoside door het alfa-galactosidase in
drie concentraties (1,25µg/ml = 1; 2,5µg/ml = 2; 7,5µg/ml = 3) in functie van de tijd.
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5.2 DETECTIE MET BEHULP VAN VFC
5.2.1 Specifieke enzymsubstraten
Mocht het ‘arabinopyranosidase’ inderdaad een species-specifiek enzym
zijn voor A. fumigatus (Bauters & Nelis, 2000b), dan zou het ideale substraat
voor een specifieke detectie van A. fumigatus filamenten m.b.v. de
ChemScan® het fluoresceïne di-alfa-L-arabinopyranoside zijn, wegens zijn
goede compatibiliteit met de argonlaser (excitatie bij 488nm). Eerdere ervaring
met de synthese van het fluoresceïne di-beta-D-galactosaminide, toont echter
aan dat fluoresceïne diglycosiden extreem moeilijk te synthetiseren zijn. De
synthese van monoglycosiden op basis van het N-methylindol (MI,
excitatiemaximum bij 430nm) is daarentegen gemakkelijker. Daarom wordt
gekozen om het MI-beta-D-galactopyranoside als model-substraat te
gebruiken om de toepasbaarheid van een eventueel later te synthetiseren MI-
alfa-L-arabinopyranoside te voorspellen voor de detectie van A. fumigatus
filamenten met de ChemScan®. Er worden daarbij zeer variabele
fluorescentie-intensiteiten geobserveerd tussen de verschillende filamenten.
Bovendien ligt het aantal gedetecteerde filamenten (VFC celgetal) na merking
met het MI substraat veel lager dan het aantal bekomen na een niet-
specifieke merking met ChemChrome®V6 (5.2.4), wat dus een laag rendement
van de fluorescente merking weerspiegelt. Ook na een verlaging van de
drempelwaarde van de fluorescentie-intensiteitsparameter (zie Hoofdstuk 3,
3.3.2.2) in de scanapplicatie ‘filam.app’ (5.2.4, Tabel 4.1) kunnen niet alle
filamenten aanwezig op het membraan worden gedetecteerd. Bovendien
tonen de experimenten m.b.t. de microscopische detectie van A. fumigatus
microkolonies (zie 5.1) aan dat een fluorescente merking met een 4-MU-alfa-
L-arabinopyranoside niet species-specifiek is voor A. fumigatus en dat ook de
specificiteit van dit substraat voor een zogenaamd ‘arabinopyranosidase’
minder is dan verondersteld door Bauters & Nelis (2000b).
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5.2.2 FISH
Vijf FITC-gemerkte oligonucleotide probes worden in verschillende
procedures getest voor de detectie van A. fumigatus filamenten met de
ChemScan®. De hoogste fluorescentie-intensiteit van gemerkte filamenten
wordt bekomen met de probe beschreven door Einsele et al. (1997) bij
gebruik van een protocol met een hybridisatietijd van 1,5u, een formamide-
concentratie van 35% en een temperatuur van
46°C. De resulterende fluorescentie is vrij zwak
en niet altijd homogeen (Fig. 4.4). Ten opzichte
van de merking met het niet-specifieke
ChemChrome®V6 (5.2.4), is zelfs ongeveer
30% van de aanwezige filamenten te zwak en
onvolledig gemerkt, zodat zij niet door de
ChemScan® worden gedetecteerd.
Een verlaging van de drempelwaarde van de fluorescentie-
intensiteitsparameter van de ChemScan® software leidt echter tot een enorme
stijging van gedetecteerde partikels, wat de microscopische validatie
onmogelijk maakt. Kruisreactiviteit met de probe wordt waargenomen voor
Penicillium spp., Rhizopus spp., A. alternata en Cladosporium spp. Deze
kruisreactiviteit kan door het opdrijven van de ‘stringency’ van het
hybridisatieprotocol (verhoging van de formamide concentratie en de
incubatietemperatuur) beperkt worden tot Penicillium spp. Dit resulteert echter
ook in een lagere fluorescentie-intensiteit van A. fumigatus filamenten.
Preliminaire resultaten met artificieel geïnoculeerd sputum tonen dat een
discriminatie van zwak gemerkte filamenten helemaal niet meer mogelijk is
t.o.v. van de achtergrond veroorzaakt door de matrix. Gebruik van een PNA
i.p.v. oligonucleotide probe resulteert niet in een stijging van de fluorescentie-
intensiteit. Daarom wordt een poging ondernomen om na hybridisatie met
oligonucleotide probes het fluorescent signaal te versterken. Er wordt
daarvoor gebruik gemaakt van met alkalisch fosfatase gemerkte anti-FITC
antilichamen in combinatie met het fluoresceïne difosfaat (FDF) of het 3-o-
Fig. 4.4: Via FISH gemerkte filamenten
van A. fumigatus, geobserveerd met de
epifluorescentiemicroscoop na detectie
met de ChemScan® .
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methylfluoresceïne fosfaat (3-o-FF) als substraten voor het alkalisch
fosfatase. Onder invloed van deze signaalcascade stijgt de fluorescentie-
intensiteit van de gemerkte filamenten aanzienlijk, maar daarbij echter ook het
aantal aanwezige partikels evenals hun fluorescentie-intensiteit. Bovendien
verhogen de niet-specifieke afbraak van het FDP en het weglekken van 3-o-
MF uit de cellen verder de fluorescente achtergrond. Deze toegenomen
achtergrondfluorescentie resulteert in afgebroken scans.
5.2.3 Immunologische merking
Er wordt getracht om A. fumigatus filamenten met een voldoende hoge
intensiteit fluorescent te merken via een indirecte immunologische merking
m.b.v. muis anti-Aspergillus IgM antilichamen (primair antilichaam) en FITC-
gemerkte konijn anti-muis IgM antilichamen (secundair antilichaam). De
hoogste fluorescentie-intensiteit van de gemerkte filamenten wordt bekomen
door de membraanfilter met de weerhouden filamenten te incuberen
gedurende 30min bij KT, eerst met een 1:50 verdunning van het primair
antilichaam en vervolgens met een 1:20 verdunning van het secundair
antilichaam. Bij gebruik van lagere concentraties aan antilichaam vermindert
de fluorescentie-intensiteit van de gemerkte filamenten. Incubatie van de
membraanfilter op een mengsel van het primair en het secundair antilichaam
resulteert in een zwakkere en minder homogene merking van de filamenten.
De uiteindelijk bekomen fluorescentie-intensiteit blijft
echter voor een deel van de filamenten zeer laag,
waardoor de drempelwaarde van de fluorescentie-
intensiteitsparameter van de ChemScan® software
drastisch verlaagd moet worden om alle filamenten,
waarvan de aanwezigheid aangetoond wordt met de
niet-specifieke merking (5.2.4), te kunnen
detecteren. De filamenten zijn in het algemeen niet-
homogeen gemerkt en de meest intense
fluorescentie wordt geobserveerd aan hun uiteinden
(Fig. 4.5).
Fig. 4.5: Immunologisch
gemerkte filamenten van A .
fumigatus, geobserveerd met
de epifluorescentiemicroscoop
na de ChemScan® detectie.
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Naast een merking van de geteste Aspergillus spp. (zie 3.2) wordt er een
kruisreactiviteit geobserveerd voor alle geteste Penicillium spp. (zie 3.2)
(behalve P. piceum), R. stolonifer, A. tenuissima en P. variotii. Preliminaire
resultaten met geïnoculeerd sputum tonen dat de zwak gemerkte A. fumigatus
filamenten nauwelijks nog onderscheiden kunnen worden van de
achtergrondfluorescentie afkomstig van de matrix. Pogingen om de
fluorescentie te verhogen met een amplificatiecascade gesteund op alkalisch
fosfatase resulteren in dezelfde problemen als bij de in-situ hybridisatie
(5.2.2).
5.2.4 Niet-specifieke leefbaarheidsmerking
Voor de algemene detectie van gisten en schimmelsporen m.b.v. de
ChemScan® heeft Chemunex een merkingsprocedure ontwikkeld op basis van
het niet-specifiek leefbaarheidssubstraat ChemChrome®V6 (zie Hoofdstuk 6,
3.4.2.2). Wanneer de fungi applicatie, aanwezig in de ChemScan® software,
wordt toegepast op A. fumigatus, blijkt uit de validatie van de ‘spots’ in zowel
de primaire als secundaire scan map dat met de parameterinstellingen veel
gemerkte filamenten als partikels worden gediscrimineerd. Filamenten hebben
immers een veel onregelmatigere vorm dan sporen en gisten en het
fluorescent signaal (zie 3.3.2.5) dat zij uitzenden is dan ook sterk verschillend.
Om een kwantitatieve detectie van de gemerkte filamenten mogelijk te maken,
moeten de instellingen van de parameters gewijzigd worden. De meeste
parameters worden breder ingesteld dan in de fungi applicatie, zodat alle
gemerkte filamenten aanwezig in de primaire map ook in de secundaire map
worden weergegeven. Na aanpassing van de parameterwaarden worden 2
nieuwe applicatiebestanden gecreëerd (zie Tabel 4.1 en vergelijk met Tabel
3.1 in Hoofdstuk 3) voor respectievelijk de detectie van filamenten (filam.app)
en de gelijktijdige detectie van filamenten en sporen (filam&spore.app), na
ChemChrome®V6 merking. Met de nieuwe applicatiebestanden zijn de
bekomen VFC celgetallen vergelijkbaar met (of groter dan) de koloniegetallen
bekomen na uitplating op SGA.
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Tabel 4.1: Overzicht van de parameterinstellingen per nieuw ingestelde scanapplicatie.
Scanapplicatie
Filam&spore.app Filam.app
Parameters MIN MAX MIN MAX
Lines 1 8000 8 8000
Samples 1 8000 10 8000
Area ratio 0 1.5 0 1.5
Peak intensity value 2000 N/A 2000 N/A
Half width N/A 400 N/A 400
Specific intensity(AS) 0.03 N/A 0.03 N/A
Specific intensity(HW) 40 N/A 40 N/A
2D gaussian N/A 4000 N/A 4000
Multi peaks N/A 35 N/A 35
Multi wiggles N/A 105 N/A 105
De leefbaarheidsmerking met ChemChrome®V6 resulteert in zeer intens
fluorescente filamenten en sporen (Fig. 4.6), met gemiddelde piek intensiteits-
waarden boven 2000. Deze intensiteit is voldoende hoog om een
kwantitatieve detectie van filamenten en een goede discriminatie t.o.v.
partikels en debris uit geïnoculeerd sputum toe te laten. Aangezien
ChemChrome®V6 filamenten van elke schimmel merkt, wordt verder naar
deze merking verwezen als de ‘niet-specifieke VFC procedure’.
                 
5.2.5 Dubbele merking
Combinatie van de niet-specifieke ChemChrome®V6 merking (5.2.4) met
een TRITC-antilichaam merking maakt de kwantitatieve detectie van groen-
fluorescente A. fumigatus filamenten mogelijk met de ChemScan®, waarna
Fig. 4.6: Microscopisch beeld van groen-fluorescente A. fumigatus sporen (A) en
filamenten (B) na merking met ChemChrome®V6.
A B
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hun rode fluorescentie kan worden geobserveerd tijdens de validatie m.b.v..
de epifluorescentiemicroscoop en de TRITC filterkubus (Fig. 4.7).
In deze dubbele merkingsprocedure kunnen geen CycloblackTM-gecoate
polyesterfilters of AnodiskTM filters worden gebruikt als gevolg van hun sterke
rode achtergrondfluorescentie, in tegenstelling tot zwarte polycarbonaat of Sn-
gecoate polyesterfilters, die wel bruikbaar zijn. A. fumigatus filamenten
kunnen echter niet onderscheiden worden van de andere genera of species
die kruisreageren met de antilichamen (zie 5.2.3). Naar deze dubbele merking
wordt verder verwezen als de ‘niet-specifieke VFC procedure gecombineerd
met een immunologische merking’
5.2.6 Microkolonievorming gevolgd door een dubbele merking
Om de specificiteit voor A. fumigatus te verbeteren, wordt de dubbele
merking nu voorafgegaan door een 6u-durende pre-incubatie van de
membraanfilter op SGB-T* bij 45°C. Enkel filamenten van A. fumigatus, R.
stolonifer en P. variotii groeien bij deze temperatuur uit tot microkolonies,
terwijl dit niet het geval is voor A. tenuissima en alle andere geteste
Aspergillus spp. en Penicillium spp. De gevormde microkolonies vertonen na
de dubbele merkingsprocedure zowel een groene als een rode fluorescentie.
Om een selectieve detectie van de groen-fluorescente microkolonies
(tegenover filamenten en sporen) met de ChemScan® mogelijk te maken,
wordt een nieuwe scanapplicatie ingesteld (zie Tabel 4.2).
A B
Fig. 4.7: Groen- (A) en rood- (B)
fluorescente A. fumigatus filamenten na
merking met ChemChrome®V6 en TRITC-
antilichamen, geobserveerd met de
epifluorescentiemicroscoop.
 (Filterkubus: FITC (A) en TRITC (B))
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De fluorescente microkolonies van A. fumigatus kunnen verder
onderscheiden worden van die van de twee andere species, met name R.
stolonifer en P. variotii, op basis van hun typische morfologie, waargenomen
bij de microscopische validatie. Na 6u incubatie vertonen de uitgroeiende
filamenten van A. fumigatus aan hun uiteinde een dichotome* vertakking in
een hoek van 45° (Fig. 4.8). R. stolonifer en P. variotii vertonen dit typisch
uitzicht niet.
Er wordt verder nagegaan of ook sporen tot microkolonies kunnen
uitgroeien tijdens de 6u incubatie bij 45°C. Filters met respectievelijk sporen
en filamenten worden geïncubeerd gedurende 6u bij 45°C en daarna aan de
leefbaarheidsmerking onderworpen. Sporen van A. fumigatus vertonen een
zwelling en beginnen soms te ontkiemen tot zeer kleine filamenten, maar zij
vormen geen microkolonies, in tegenstelling tot de A. fumigatus filamenten.
Deze dubbele merking van A. fumigatus microkolonies wordt verder betiteld
als de ‘specifieke VFC procedure’.
Scanapplicatie
Microkol.app
Parameters MIN MAX
Lines 25 8000
Samples 40 8000
Area ratio 0 1.5
Peak Intensity value 2000 N/A
Half width N/A 400
Spec. Intens(AS) 0.03 N/A
Spec. Intens(HW) 40 N/A
2D gaussian N/A 4000
Multi peaks N/A 35
Multi wiggles N/A 105
Tabel 4.2: Overzicht van de parameter-
instellingen voor de microkolonie scanapplicatie.
Fig. 4.8: Dichotome vertakking van de
filamenten in een microkolonie van A.
fumigatus.
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5.2.7 Selectieve inactivatie van filamenten gevolgd door een dubbele
merking
5.2.7.1 Invloed van fenolen op de leefbaarheid van A. fumigatus en
Penicillium sp.
A. fumigatus zou bestand zijn tegen een oplossing van o-fenylfenol en p-
tert-amylfenol, terwijl verschillende andere fungi hierdoor geïnactiveerd
zouden worden (O’Connor & Rubins, 1991). Membraanfilters met filamenten
van Penicillium sp. (isolaat uit eigen collectie, niet geïdentificeerd op species
niveau) en A. fumigatus worden geïncubeerd in aanwezigheid van
verschillende concentraties van een oplossing van beide fenolen en daarna
gemerkt met ChemChrome®V6. Naast A. fumigatus filamenten, die de
behandeling integraal overleven, worden na incubatie echter ook nog steeds
leefbare Penicillium sp. filamenten gedetecteerd.
5.2.7.2 Invloed van pH, incubatietijd en temperatuur
 Bij de dubbele merking van microkolonies wordt gezien dat na 6u
incubatie op SGB-T* bij 45°C Penicillium spp. filamenten niet alleen niet
uitgroeien tot microkolonies, maar evenmin nog met ChemChrome®V6 te
merken zijn. Daarom wordt eerst het effect nagegaan van een temperatuur
van 45°C op de ChemChrome®V6 merking van filamenten van A. fumigatus
en Penicillium sp. i.f.v. de tijd (Fig. 4.9).
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Fig. 4.9: Aantal gedetecteerde filamenten en hun gemiddelde fluorescentie intensiteit voor
Penicillium sp. (A) en A. fumigatus (B), in functie van de tijd, na merking met ChemChrome®V6.
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De fluorescentie-intensiteit van de gemerkte Penicillium sp. filamenten
daalt progressief en na 5u kunnen geen fluorescente filamenten meer
waargenomen worden. Bij A. fumigatus daarentegen blijft het VFC celgetal
ongeveer constant en daalt de intensiteit van de fluorescentie slechts weinig.
Omdat een temperatuur van 45°C een duidelijk negatief effect heeft op
de leefbaarheid van filamenten van Penicillium sp., wordt de invloed van een
combinatie van verschillende temperaturen en tijden getest. De resultaten
worden weergegeven in Tabel 4.3. Enkel na een incubatie van 30min bij 55°C
kunnen er evenveel A. fumigatus filamenten worden gemerkt als in de
controle (directe merking, zonder voorbehandeling), terwijl slechts enkele
Penicillium sp. filamenten gedetecteerd worden. Er wordt verder onderzocht of
een zure pH een bijkomend negatief effect heeft op de leefbaarheid van
Penicillium sp., cumulatief met het effect van een temperatuur van 55°C. De
resultaten worden getoond in Tabel 4.4. Een incubatie gedurende 45 en
60min resulteert echter in vrij lage intensiteiten van A. fumigatus filamenten
(resultaten niet weergegeven). Een incubatie van 30min bij pH 3,6
daarentegen laat de detectie toe van intens gemerkte A. fumigatus filamenten,
terwijl er geen leefbare Penic i l l ium sp. filamenten meer worden
teruggevonden.
Percent (%) gedetecteerde hyfenTijd (min) /
Temp (°C) A. fumigatus Penicillium sp.
90 / 60 0 0
30 / 60 60 0
10 / 60 82 62
90 / 50 32 42
45 / 50 92 107
30 / 55 104 3
Percent (%) gedetecteerde hyfenTijd (min)
/ pH A. fumigatus Penicillium sp.
60 / 5,7 75 0
60 / 4,9 150 0
60 / 3,6 50 0
45 / 5,7 131 0
45 / 4,9 100 0
45 / 3,6 118 0
30 / 5,7 107 61
30 / 4,9 100 17
30 / 3,6 107 0
Tabel 4.3: Relatief aantal (%) (t.o.v. de controle)
gedetecteerde filamenten van A. fumigatus en
Penicillium sp. i.f.v. de tijd en de temperatuur.
Tabel 4.4: Relatief aantal (%) (t.o.v. de controle)
gedetecteerde filamenten van A. fumigatus en
Penicillium sp. i.f.v. de tijd en de pH bij 55°C.
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In verdere experimenten wordt de selectieve inactivatie (30min incubatie
bij pH 3,6) getest op andere Penicillium spp. Filamenten van P .
aurantiogriseum, P. piceum, P. simplicissimum en P. verruculosum blijken
onder deze omstandigheden echter nog steeds gemerkt te worden. Na een
bijkomende incubatie van 1u bij 45°C en pH 5,7 in aansluiting op de 30min
incubatie bij 55°C en pH 3,6 wordt bij alle geteste Penicillium spp. isolaten,
behalve P. simplicissimum (5% gemerkt), geen enkel fluorescent filament
meer gedetecteerd. Naast een goede merking van A. fumigatus (104%)
worden van de isolaten, die kruisreactiviteit vertonen met het anti-Aspergillus
antilichaam, eveneens Aspergillus flavus (16%), Aspergillus clavatus (15%),
Aspergillus terreus (42%) en Paecilomyces variotii (101%) gemerkt.
5.3 DETECTIE VAN A. FUMIGATUS IN MONSTERS VAN RESPIRATOIRE
SECRETEN
Om de filtreerbaarheid van viskeuze monsters zoals sputum en BAL-
sputum mengsels te verbeteren, wordt naast het gebruik van filters met grote
poriën een gepaste monstervoorbehandeling ontwikkeld. Nadien worden de
eerder ontwikkelde VFC procedures voor een niet-specifieke (zie 3.5.2.3) en
specifieke detectie (zie 3.5.2.6) van A. fumigatus op artificieel geïnoculeerde
monsters en op een beperkt aantal ‘reële’ patiëntenmonsters toegepast.
5.3.1 Membraanfilters
Gebruik van zwarte polycarbonaatfilters met een poriëngrootte van
5,0µm (i.p.v. 2,0µm) resulteert in afgebroken scans door de hoge
achtergrondfluorescentie veroorzaakt door de grote poriën. Deze
achtergrondfluorescentie kan worden verminderd door de filters net voor de
ChemScan® analyse met 1ml FW te spoelen en te drogen op een absorberend
papiertje. Deze filters hebben geen invloed op de leefbaarheids-merking en de
merking met TRITC-antilichamen van filamenten of microkolonies.
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5.3.2 Voorbehandeling van de monsters
Membraanfilters met een poriëngrootte van 5,0µm en een
voorbehandeling van het monster met 1% N-acetyl-L-cysteïne (Bauters &
Nelis, 2000) laten toe om van viskeuze monsters een volume van 100 tot
200µl te filtreren. Er wordt nagegaan of ook andere stoffen zoals SDS, DTT en
calpaïne, een calcium geactiveerd neutraal protease, de filtreerbaarheid
kunnen verhogen. Daarbij wordt rekening gehouden met hun effect op de
leefbaarheid van A. fumigatus filamenten.
SDS verhoogt de filtreerbaarheid aanzienlijk, maar interfereert al in lage
concentraties (0,01%) met de leefbaarheid van de filamenten. Toevoeging van
DTT of calpaïne heeft een positief effect op de filtreerbaarheid. Beide stoffen
hebben in de gebruikte concentraties geen negatieve invloed op de
leefbaarheid van de A. fumigatus filamenten. Het opeenvolgend incuberen
van het monster met calpaïne en DTT laat toe 150 tot 500µl ervan te filtreren.
De filtreerbaarheid blijft echter sterk afhankelijk van het individueel monster.
Vervolgens wordt een uitgebreidere enzymatisch-chemische monster-
voorbehandeling getest. De behandeling, waarin achtereenvolgens rhDNase I,
trypsine, HEPES buffer en een DTT-Triton X-100 mengsel worden
toegevoegd, laat een filtratie toe van ongeveer 1ml viskeus sputum (zie Fig.
4.10).
De merking en de groei van A. fumigatus filamenten worden niet
beïnvloed door deze monstervoorbehandeling. Verdere testen tonen echter
aan dat de leefbaarheidsmerking van andere schimmels wel wordt beïnvloed.
Voor de geteste isolaten van P. expansum, P. crustosum, A. tenuissima, P.
variotii, A. flavus, A. clavatus, A. nidulans, A. niger en A. terreus worden
Fig. 4.10: Procedure van de monstervoorbehandeling.
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respectievelijk ongeveer 10, 12, 80, 50, 100, 95, 100, 100 en 85% van de
filamenten gemerkt. Van de geteste species P. duclaxii, P. aurantiogriseum,
P. commune, P. simplissimum, P. roquefortii, P. citrinum wordt geen enkel
filament gemerkt.
5.3.3 Toepassing op klinische monsters
Na voorbehandeling worden de met A. fumigatus filamenten beladen
monsters gefiltreerd en geanalyseerd volgens de niet-specifieke (zie 5.2.4) en
de specifieke (zie 5.2.6) VFC procedure. Omdat in de niet-specifieke
procedure de achtergrondfluorescentie van de matrix soms een vroegtijdig
afbreken van de scans veroorzaakt, wordt deze oorspronkelijk 1u-durende
procedure licht gewijzigd (zie 3.5.5.3). In parallel met deze VFC procedures
wordt als controle een referentieplaatmethode (zie 3.5.5.3) gebruikt.
Opbrengsten (rendementen) voor de VFC procedures en de referentie-
plaatmethode worden bepaald op twee sets van 15 monsters van sputum of
BAL-sputum mengsels. Na de voorbehandeling wordt de helft van het
monster, dat ongeveer 10 filamenten bevat, geanalyseerd met de VFC
procedure (specifieke procedure voor één set monsters, niet-specifieke
procedure voor de tweede set), terwijl de andere helft wordt geanalyseerd met
behulp van de referentieplaatmethode. Daarnaast worden ook 5 zuivere BAL
monsters geanalyseerd volgens de niet-specifieke en de specifieke VFC
procedures en de referentieplaatmethode. De resultaten worden samengevat
in Tabel 4.5.
Tabel 4.5: Gemiddeld aantal gedetecteerde filamenten in artificieel geïnoculeerd sputum en
BAL monsters (ongeveer 10 filamenten/monster).
Aantal gedetecteerde filamenten (SD) [min-max]
Methode Sputum BAL
Niet-specifieke VFC procedure 9 (3) (n=15)
[2 - 12]
9 (2) (n=5)
[7 - 12]
Specifieke VFC procedure 8 (3) (n=15)[4 - 12]
8 (2) (n=5)
[6 - 11]
Referentieplaatmethode 8 (4) (n=30)[0 - 14]
8 (3) (n=5)
[6 - 14]
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De detectielimiet van de specifieke VFC procedure en de
referentieplaatmethode wordt bepaald op sputum monsters (n=7), artificieel
geïnoculeerd met lage aantallen filamenten (2 of 4). Met de VFC procedure
wordt een positief resultaat (aantonen van ten minste 1 filament) bekomen
voor 6/7 en 7/7 monsters, die respectievelijk met 2 en 4 filamenten
geïnoculeerd werden. Voor de referentieplaatmethode is dit respectievelijk in
5/7 en 7/7 monsters.
Om de toepasbaarheid van de methode aan te tonen op ‘echte’
monsters van hematologische patiënten, worden 5 verse A. fumigatus
positieve monsters geanalyseerd met beide VFC procedures (specifiek en
niet-specifiek) en de referentieplaatmethode. In de niet-specifieke VFC
procedure worden zeer hoge aantallen filamenten gedetecteerd. In de
specifieke VFC procedure worden 4 van de 5 scans vroegtijdig afgebroken
door een te hoog aantal microkolonies op de membraanfilter. Het koloniegetal,
bekomen op de referentieplaat, is bij alle monsters hoger dan 50.
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6. BESPREKING
In dit deel van het onderzoek worden diverse procedures getest voor de
specifieke detectie van A. fumigatus in klinische monsters. De intrinsieke
specificiteit van de gebruikte procedures wordt getest t.o.v. een reeks
filamenteuze schimmels. Hiervoor wordt gebruikt gemaakt van zowel klinisch
relevante schimmels als omgevingscontaminanten. Alle procedures zijn
gebaseerd op een instrumentele visualisatie van fluorescent gemerkte
filamenten of microkolonies op een membraanfilter. In de gebruikte
strategieën hangt de specificiteit van de detectie steeds af van de specificiteit
van de fluorescente merking zelf en/of van de specificiteit van de
voorbehandeling of, waar van toepassing, de groeiomstandigheden. De
instrumentele visualisatie gebeurt m.b.v. microscopie of VFC.
6.1 MICROSCOPISCHE DETECTIE
Het vertrekpunt van het onderzoek is de microkoloniemethode voor A.
fumigatus van Bauters & Nelis (2000b). Dit is een tweestapsprocedure waarbij
in een eerste stap filamenten van A. fumigatus op een membraanfilter
uitgroeien tot microkolonies, die vervolgens in een tweede stap visueel
worden gedetecteerd na fluorescente merking m.b.v. het 4-methylumbelliferyl-
alfa-L-arabinopyranoside, een substraat voor een vermeend species-specifiek
‘arabinopyranosidase’ enzym. Deze procedure neemt 14u in beslag. Pogingen
om de snelheid van deze procedure te verbeteren, door gebruik van een
microscopische detectie van de microkolonies m.b.v. een voor fluorescentie
uitgeruste stereomicroscoop of een epifluorescentiemicroscoop, zijn niet
succesvol. Van de andere fluorigene substraten laten enkel de resorufine
derivaten toe om microkolonies na 6u te detecteren m.b.v. de
epifluorescentiemicroscoop. Toch wordt er geen poging ondernomen om het
RES-alfa-L-arabinopyranoside te synthetiseren, omdat de vermeende
species-specificiteit van het ‘arabinopyranosidase’ in A. fumigatus, waarvoor
het 4-MU-alfa-L-arabinopyranoside verondersteld wordt een substraat te zijn,
niet kan bevestigd worden. De door Bauters & Nelis (2000b) geobserveerde
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specificiteit van hun tweestapsprocedure voor A. fumigatus lijkt vooral te
wijten aan de selectieve groeistap, die voorafgaat aan de fluorescente
merking met het 4-MU-alfa-L-arabinopyranoside. Door de groeistap uit te
voeren bij 45°C kunnen immers veel andere geteste filamenteuze schimmels,
in tegenstelling tot A. fumigatus, niet uitgroeien tot microkolonies. Uit dit
onderzoek blijkt dat in afwezigheid van de typische tweestapsprocedure (met
als eerste stap een selectieve groeistap bij 45°C), met het 4-MU-alfa-L-
arabinopyranoside ook microkolonies van andere schimmels zoals A. terreus
en A. flavus gemerkt worden en deze merking bijgevolg niet specifiek is voor
A. fumigatus. Bovendien blijkt dit substraat door andere glycosidasen (alfa- en
beta-galacatosidase), die ook bij A. fumigatus voorkomen (Elbein et al., 1984),
gesplitst te kunnen worden, wat tijfels doet rijzen over het reëel bestaan van
een zogenaamd ‘arabinopyranosidase’ in A. fumigatus.
6.2 DETECTIE MET BEHULP VAN VFC
Met de ChemScan® kunnen zowel fluorescent gemerkte enkelvoudige
filamenten als microkolonies worden gedetecteerd. Een specifieke detectie
van A. fumigatus filamenten vereist ofwel een specifieke fluorescente merking,
ofwel omstandigheden voor de selectieve groei (microkolonie-vorming) van
het doelorganisme A. fumigatus, ofwel een voorbehandeling waarbij ‘non-
target’ species selectief geïnactiveerd (verlies van leefbaarheid) worden. De
gebruikte merkingsprocedures vallen uiteen in de volgende categorieën:
1. Niet-specifieke enzymatische merking (6.2.2).
2. Specifieke enzymatische merking (6.2.3).
3. FISH merking (6.2.4).
4. Immunologische merking (6.2.5).
5. Dubbele merking (niet-specifieke merking+ immunologische
merking) (6.2.6).
6.2.1 Niet-specifieke detectie van filamenten met de ChemScan®
De fluorescente leefbaarheidsmerking met ChemChrome®V6 bezit per
definitie geen specificiteit voor A. fumigatus (zie 4.3.4). Toch zou ze een
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klinisch nut kunnen hebben: het aantonen van (leefbare) filamenten, ongeacht
het species, zou immers voor sommige kritieke patiëntengroepen voldoende
zijn om een antimycotische therapie prompt te starten (Horvath et al., 1996).
Een dergelijke detectie m.b.v. de ChemScan® wordt hier voor het eerst
beschreven.
De parameters van de standaard ingestelde fungi applicatie zijn enkel
geschikt voor de detectie van gisten en sporen en niet van filamenten, omdat
het signaalpatroon (cfr. 3.3.2.5) van fluorescente filamenten sterk verschillend
is van dat van gisten of sporen. Voor de detectie van filamenten moeten de
meeste parameters breder worden ingesteld dan in de fungi applicatie.
Hierdoor worden echter ook meer partikels gedetecteerd. (Auto)fluorescente
partikels zijn immers ook vrij groot en onregelmatig van vorm, waardoor hun
signaalpatroon sterk gelijkt op dat van filamenten. Filamenten worden wel veel
intenser gemerkt dan partikels. Daarom wordt voor een discriminatie tussen
partikels en intens gemerkte filamenten voornamelijk gesteund op de
fluorescentie-intensiteitsparameter (zie Hoofdstuk 3, 3.3.2.2). Door
verandering van de instellingen van de parameters, die verband houden met
de grootte (lines en samples), is het mogelijk om een applicatie in te stellen
voor de detectie van zowel sporen, gisten als filamenten en een applicatie
voor de detectie van enkel filamenten.
De niet-specifieke fluorescente leefbaarheidsmerking is tevens een
essentieel onderdeel van een specifieke procedure voor A. fumigatus,
gesteund op een dubbele merking (6.2.5).
6.2.2 Specifieke enzymatische merking van filamenten
De toepassing van fluorigene enzymsubstraten op basis van N-
methylindol toont dat door een lage fluorescentie-intensiteit en niet-homogene
merking van de filamenten een kwantitatieve detectie met de ChemScan® niet
mogelijk is. Omdat het ‘arabinopyranosidase’ geen species-specifiek
merkerenzym in A. fumigatus blijkt te zijn en bovendien het reëel bestaan
ervan in twijfel kan getrokken worden (zie 6.1), worden geen pogingen meer
ondernomen om een aan VFC aangepast enzymsubstraat (fluoresceïne di-
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alfa-L-arabinopyranoside of N-methylindoxyl-alfa-L-arabinopyranoside) te
synthetiseren.
6.2.3 FISH
Een tweede aanpak voor een specifieke detectie is gebaseerd op een
fluorescente in-situ hybridisatie met oligonucleotide probes. De in de literatuur
beschreven probes en de eigen ontworpen probe leveren echter niet de
beoogde specificiteit op voor A. fumigatus, noch een hoge fluorescentie-
intensiteit nodig voor een discriminatie tussen filamenten en partikels met de
ChemScan®. Ook het gebruik van een PNA i.p.v. een oligonucleotide probe
zorgt niet voor een verhoging van de fluorescentie-intensiteit. Pogingen om de
specificiteit te verbeteren door een wijziging van de hybridisatie-
omstandigheden resulteren in een nog lagere fluorescentie-intensiteit van de
gemerkte filamenten. De hier met FISH bekomen variabele resultaten en
zwakke fluorescentie worden ook bevestigd in een studie van Teerstra et al.
(2004). Toepassing van een signaalamplificatiesysteem om de fluorescentie
te versterken veroorzaakt een verhoogde achtergrondfluorescentie, waarbij de
scan wordt afgebroken door een te hoge belading van fluorescente objecten
of de discriminatie van partikels en filamenten niet meer mogelijk is.
6.2.4 Immunologische merking
Na een immunologische merking op basis van AL met een groen-
fluorescent label is de bekomen fluorescentie-intensiteit in verschillende A.
fumigatus filamenten laag en bovendien is de merking niet homogeen.
Bijgevolg is ook na een immunologische merking een discriminatie tussen
filamenten en partikels met de ChemScan® niet mogelijk. De antilichamen
reageren met alle geteste Aspergillus spp., Penicillium spp. (behalve P.
piceum) en drie andere schimmels (R. stolonifer, A. tenuissima en P. variotii).
Deze kruisreactiviteit werd ook gerapporteerd door Jensen et al. (1996).
Pogingen om de fluorescentie-intensiteit te verhogen d.m.v. een signaal-
amplificatiesysteem zijn, om dezelfde reden als bij de FISH merking, evenmin
succesvol (zie 6.2.3).
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6.2.5 Dubbele merking
6.2.5.1 Microkolonies
In tegenstelling tot antilichamen met een groen-fluorescent label, die niet
geschikt lijken te zijn voor de (primaire) detectie van gemerkte filamenten met
de ChemScan®, zijn antilichamen met een rood-fluorescent label wel
bruikbaar als secundaire merker voor de visualisatie tijdens de
microscopische validatiestap. De gemerkte filamenten dienen daarvoor echter
primair door de ChemScan® detecteerbaar te zijn. Daarom is een tweede,
groen-fluorescente merking vereist, zoals de leefbaarheidsmerking met
ChemChrome®V6 die perfect met rood-fluorescente antilichamen
combineerbaar is. De leefbaarheidsmerking levert homogeen groen-
fluorescente cellen op, de immunologische merking voegt daar (bij de
microscopische detectie) een rood-fluorescente rand aan toe. Deze dubbele
merking maakt wel een differentiatie tussen een aantal filamenteuze
schimmels mogelijk, maar zijn specificiteit is niet beter dan die van de
enkelvoudige immunologische merking (zie 6.2.4) omdat de leefbaarheids-
merking zelf niet-specifiek is (zie 6.2.1). Bijgevolg wordt een kruisreactiviteit
waargenomen met dezelfde fungi vermeld in 6.2.4. Om een verdere
differentiatie tussen deze schimmels te bekomen, wordt de membraanfilter
met de weerhouden filamenten vóór de dubbele merking eerst gedurende 6u
bij 45°C op een selectief groeimedium geïncubeerd, waardoor filamenten van
A. fumigatus, in tegenstelling tot de filamenten van bijna alle kruisreagerende
schimmels, tot microkolonies uitgroeien. De twee species die dat toch nog
kunnen (R. stolonifer en P. variotii) worden bij de microscopische validatie
gedifferentieerd. Bovendien kunnen ook schimmelsporen niet uitgroeien tot
microkolonies binnen de 6u. Het resultaat van deze combinaties
(microkolonievorming bij 45°C + niet-specifieke ChemChrome®V6 merking +
merking met rood-fluorescente antilichamen) is een specifieke procedure voor
de VFC detectie van A. fumigatus filamenten. De totale analysetijd bedraagt
8,5u. Na deze specifieke VFC procedure kunnen microkolonies nog verder
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uitgroeien op een bloedagarplaat bij 37°C, zodat een finale identificatie met
biochemische, moleculaire of immunologische methoden nog mogelijk is.
6.2.5.2 Filamenten
Om de detectietijd alsnog beneden de 8,5u te brengen, wordt onderzocht
of de specificiteit van de dubbele merking (ChemChrome®V6 + rood-
fluorescente antilichamen) van enkelvoudige filamenten (i.p.v. microkolonies)
verbeterd kan worden door filamenten van interfererende species, vooral
Penicillium spp., vooraf te inactiveren (verlies van leefbaarheid), zodat ze niet
meer met ChemChrome®V6 worden gemerkt en dus niet door de ChemScan®
gedetecteerd worden. Door de filamenten bloot te stellen aan een combinatie
van een lage pH en een verhoogde temperatuur verbetert de specificiteit voor
A. fumigatus aanzienlijk. Toch is deze inactivatie niet compleet genoeg voor
een 4-tal species die kruisreageren met de antilichamen (Paecilomyces
variotii, P. simplicissimum, A. clavatus e n A. flavus). Filamenten van deze
species worden immers nog steeds met ChemChrome®V6 gemerkt en
bijgevolg ook met de ChemScan® gedetecteerd. De tijdswinst (4u t.o.v. 8,5u)
van een dubbele merking van filamenten na een voorbehandeling t.o.v. de
dubbele merking van microkolonies weegt waarschijnlijk niet op tegen het
verlies aan specificiteit.
6.3 DETECTIE VAN A. FUMIGATUS IN MONSTERS VAN RESPIRATOIRE
SECRETEN
Aangezien in monsters van respiratoire secreten slechts een laag aantal
filamenten wordt verwacht (Milne et al., 1991), moet een methode voor A.
fumigatus een lage detectielimiet hebben. VFC heeft een theoretische
detectielimiet van 1 cel per membraanfilter en dus per gefiltreerd monster-
volume. De filtreerbaarheid van klinische monsters zoals sputum en BAL-
sputum mengsels is echter de limiterende factor voor de detectiegrens bij de
toepassing van de hoger vermelde VFC procedures.
Initieel kon na een voorbehandeling, zoals beschreven door Bauters &
Nelis (2000b), maximaal 100µl van sputa of sputum-BAL mengsels gefiltreerd
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worden over een 25mm diameter membraanfilter met een poriëngrootte van
2,0µm. Filters met een poriëngrootte van 5,0µm laten toe om, afhankelijk van
het monster, 100 tot 500µl te filtreren. Dankzij een chemisch-enzymatische
monstervoorbehandeling kan dit volume worden opgedreven tot 1ml, zelfs
voor zeer viskeuze monsters. Toepassing van deze monstervoorbehandeling
heeft geen invloed op de leefbaarheidsmerking van A. fumigatus, maar wel
van een aantal andere geteste schimmels. Het spectrum van schimmels die
gemerkt worden in de niet-specifieke procedure, al dan niet gecombineerd
met een immunologische merking, vernauwt hierdoor.
Zowel met de niet-specifieke als de specifieke VFC procedure kunnen A.
fumigatus filamenten in artificieel geïnoculeerde monsters kwantitatief worden
aangetoond. Voor de toepassing van de niet-specifieke VFC procedure op
monsters is echter een bijkomende pre-incubatiestap nodig om de
achtergrondfluorescentie afkomstig van de matrix te verminderen. In deze
niet-specifieke procedure kunnen in sommige monsters (pseudo)filamenten
van Candida spp. voor interferentie zorgen. Bij de validatie van de
membraanfilter is een onderscheid met schimmelfilamenten soms moeilijk te
maken. Een combinatie met de immunologische merking kan hierbij de
specificiteit verhogen. De toepasbaarheid van de gebruikte procedures op
wordt aangetoond aan de hand van een 5-tal patiëntenmonsters waarbij
eerder A. fumigatus  aangetoond werd (UZG) via klassieke methoden, nl.
kweek en microscopie. In deze 5 monsters wordt met de gebruikte procedures
eveneens A. fumigatus filamenten teruggevonden. De hoge aantallen die
daarin worden teruggevonden zijn echter niet in overeenstemming met de
lage aantallen gerapporteerd door Milne et al. (1991). Omdat er geen echte
klinische validatie van de procedures beoogd werd, wordt geen verdere
analyse van een groter aantal patiëntenmonsters uitgevoerd.
De beschreven monstervoorbehandeling is ook compatibel met een
plaatmethode op basis van membraanfiltratie (1ml monster) (in het onderzoek
de ‘referentieplaatmethode’ genoemd), die een lagere detectiegrens heeft dan
de standaard strijkplaat (100µl monster).
Hoofdstuk 4: Aspergillus fumigatus 83
7. BESLUIT
Om een antimycotische behandeling zo snel mogelijk te kunnen starten
dienen A. fumigatus filamenten op een specifieke, snelle en gevoelige manier
in monsters van respiratoire secreten aangetoond te worden. Daartoe werden
in dit onderzoek bruikbare procedures op basis van VFC ontwikkeld in
combinatie met een geschikte monstervoorbehandeling. De snelheid en het
bereikte niveau van specificiteit zijn afhankelijk van de gebruikte procedure,
terwijl de gevoeligheid ervan voornamelijk afhangt van de filtreerbaarheid van
de monsters. De lage detectiegrens van de VFC procedures is immers te
wijten aan een aanconcentratie van het (voorbehandeld) monster door
membraanfiltratie. In VFC wordt bovendien het gehele membraan
geanalyseerd, waardoor de detectielimiet lager ligt dan bij directe
epifluorescentiemicroscopie. Terwijl zorgvuldige microscopische analyse een
zeer tijdrovend en secuur proces is, duurt de scan in VFC slechts 3 minuten.
De VFC procedures zijn ook veel sneller dan de plaatmethoden (2,5u–8,5u
versus ≥24u), omdat zij enkelvoudige filamenten (niet-specifieke procedure, al
dan niet gecombineerd met een immunologische merking) of microkolonies
(specifieke procedure) detecteren in tegenstelling tot de (macro)kolonies op
de platen. Een zeer groot voordeel van de VFC procedures is bovendien hun
potentieel om een onderscheid te maken tussen filamenten en sporen.
In het licht van de elementen van specificiteit (groei bij 45°C, merking
met antilichamen, microscopische observatie van de morfologie van de
filamenten), aanwezig in de specifieke VFC procedure, is het raadzaam de
identificatie als presumptief te beschouwen. Die informatie kan echter
voldoende zijn om, aangevuld door andere diagnostische technieken (zoals
een hoge resolutie CT-scan), in de juiste klinische context de start of de
verderzetting van een antimycotische therapie te rechtvaardigen in hoog-risico
patiënten.
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HOOFDSTUK 5: DETECTIE VAN SCHIMMELSPOREN EN
GISTEN IN WATER
1. ACHTERGROND EN PROBLEEMSTELLING
1.1 VFC VOOR DE DETECTIE VAN FUNGI IN NIET-KLINISCHE MONSTERS
In Hoofdstuk 4 werd VFC toegepast voor de detectie van filamenteuze
schimmels in klinische monsters, nl. BAL en sputum. Wanneer schimmels in
een monster aanwezig zijn onder de vorm van sporen duidt dit op een
kolonisatie van de gastheer, zonder directe schadelijke gevolgen. De detectie
van vegetatieve filamenten, ontstaan uit ontkiemde sporen, wijst daarentegen
meestal op een ernstige (invasieve) infectie (Delvenne et al., 1993; Dupont et
al., 2000). Hoewel filamenten van schimmels met ChemChrome®V6 niet-
specifiek gemerkt worden, kunnen zij toch via de software discriminatie en de
microscopische validatie ondubbelzinnig onderscheiden worden van
schimmelsporen, gisten en bacteriën (zie Hoofdstuk 4, 5.2.4).
VFC bezit duidelijk ook potentieel voor het opsporen van fungi in niet-
klinische monsters zoals water en lucht, die een exogene bron kunnen
vormen voor klinische infecties. In water worden zowel gisten als
schimmelsporen teruggevonden, terwijl in lucht voornamelijk schimmelsporen
aanwezig zijn (Deacon, 1997b; Kinsey et al., 1999). In tegenstelling tot gisten
(5-8 µm) zijn schimmelsporen (2-20µm) moeilijker te onderscheiden van
bacteriën (staafjes 2-3µm, coccen 0,5-2µm) op basis van hun grootte en
morfologie. Een selectieve detectie van fungi (d.w.z. zonder interferentie van
bacteriën) in niet-klinische monsters m.b.v. VFC vereist bijgevolg een
selectieve merking van de schimmelsporen en gisten en/of maatregelen om
de bacteriën te vernietigen of te verwijderen. Vergeleken met plaatmethoden
heeft VFC, naast zijn snelheid, het grote voordeel ook in staat te zijn levende
maar niet-kweekbare fungi (VBNC) te detecteren (zie verder 1.3).
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1.2 PROBLEMATIEK VAN FUNGI IN WATER
1.2.1 Vóorkomen
 Net als alle andere organismen, bezetten fungi een ‘specifieke
ecologische niche’, meer bepaald in de bodem (Arvanitidou et al., 1999). Zij
kunnen echter ook buiten deze ecologische niche vóorkomen, zoals in water,
aangezien ze in niet-optimale omstandigheden vaak overleven (de Hoog et
al., 2000). Ze zijn dan meestal aanwezig als weinig actieve en dikwandige
sporen, maar soms ook als fragmenten van filamenten (Deacon, 1997b;
Kinsey et al., 1999). Het vóorkomen van fungi in water is regio- en
seizoensgebonden. De manier waarop de monsters worden verzameld en de
gebruikte detectiemethode (zie 1.4) spelen een rol bij het al dan niet
detecteren van fungi (Gangneux et al., 2002; Anaissie & Costa, 2002).
 Schimmels en gisten zijn niet alleen
aanwezig in waters voor recreatie, zoals
natuurli jke zwemwaters en zeewater
(Arvanitidou et al., 2002; Clesceri et al., 1998),
maar ook in drinkwater (Göttlich et al., 2002;
Nagy & Olson, 1982; Niemi et al., 1982;
Hinzelin & Block, 1985; Frankova & Horecka,
1995) en in het water van ziekenhuizen (Fig.
5.1), zoals douchewater en kraanwater
(Arvanitidou et al., 1999; Anaissie et al., 2003;
Anaissie & Costa, 2001, Warris et al., 2001).
Naast hospitaalwater, kunnen echter ook
gezuiverd water en dialysevloeistof met fungi
gecontamineerd zijn (Liles & Pass, 1987; Klein et al., 1990; Arvanitidou et al.,
2000; Bambauer et al., 1994). Aangezien dialysevloeistof niet door hitte wordt
gesteriliseerd, moet het water gebruikt voor de bereiding ervan worden
gezuiverd van micro-organismen, partikels en organisch materiaal met behulp
van filtratie en omgekeerde osmose (Greenwood et al., 2000). Ondanks deze
zuivering worden in monsters uit het interne watercircuit van dialyse-
Fig. 5.1: De frequentie van pathogene
schimmels in hospitaalwater (naar
Anaissie et al., 2003)
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afdelingen, evenals in de dialysaten zelf, nog steeds bacteriën en in mindere
mate ook schimmelsporen en gisten teruggevonden. Zo werden in een studie
van Arvanitidou et al. (2000) 78% en 13% van de dialysaten op de
hemodialyse afdeling gecontamineerd bevonden met respectievelijk
filamenteuze schimmels (Tabel 5.1) en gisten.
Daarnaast is ook een mogelijke
contaminatie van spoelwater voor
endoscopen met fungi zorgwekkend
(Cheesbrough et al., 1999; Phillips et al.,
1998; Alvarado & Reichfelder, 2000; Martiny
& Floss, 2001). Er wordt bij endoscopisch
onderzoek intensief gebruik gemaakt van
flexibele endoscopen die doorgaans
warmte-labiel zijn en bijgevolg enkel
chemisch gedesinfecteerd kunnen worden. Om restanten van de
desinfectantia te verwijderen, dienen de endoscopen te worden nagespoeld
met water (Alvarado & Reichelderfer, 2000). Een aantal studies beschrijven
echter de aanwezigheid van zwarte gisten*, zoals Exophiala jeanselmii en
Phialophora spp., in het spoelwater (Cheesbrough et al., 1999; Phillips et al.,
1998; Alvarado & Reichelderfer, 2000; Martiny & Floss, 2001).
1.2.2 Belang
Gecontamineerd water kan als vehikel fungeren voor de transmissie van
fungi via een directe (zoals ingestie, aspiratie of besmetting van wonden), of
een indirecte transmissieweg (zoals via spore-aërosolen of contaminatie van
medische materialen) (Warris & Verweij, 2005). Het belang van deze
transmissiewegen is echter nog steeds controversieel (Gagneux et al., 2002;
Anaissie & Costa, 2002).
Het risico voor infecties door pathogenen via gecontamineerd water is
afhankelijk van een dynamische interactie tussen het micro-organisme en de
gastheer (Glasmacher et al., 2003):
Tabel 5.1: Frekwentie (%) van het
vóorkomen van filamenteuze schimmels
in gecontamineerde dialysaten (naar
Arvanitidou et al., 2000).
Infectierisico =
(aantal micro-organismen) X (virulentiefactoren van de micro-organismen)
(specifieke immunologische status van de gastheer of het doelorgaan)
Fungi % voorkomen
Aspergillus spp. 50,6
Penicillium spp. 20
Trichotecium spp. 15,3
Acremonium spp. 15,3
Verticillium spp. 12,9
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Bij opportunistische infecties speelt de specifieke immunologische status
van de patiënt de hoofdrol. Het risico van fungi in drinkwater en
recreatiewaters wordt als laag beschouwd (Nagy & Olson, 1982; Niemi et al.,
1982, Arvanitidou et al., 1999) en is enkel van betekenis bij respectievelijk de
ambulante verzorging van immuungedeprimeerde patiënten (Glasmacher et
al., 2003; Smith & Kagan, 2005) en voor bijna-drenkelingen (ter Maaten et
al.,1995; Rüchel & Willichowski, 1995). De aanwezigheid van fungi in
hospitaalwater is echter een mogelijke bedreiging voor risicopatiënten uit de
afdelingen hemodialyse, beenmergtransplantatie en intensieve zorgen
(Anaissie et al., 2003; Arvanitidou et al., 1999; Arvanitidou et al., 2000;
Bambauer et al., 1994; Klein et al., 1990; Warris et al., 2001). Zo zijn op deze
afdelingen bv. douches een gevreesde bron van spore-aërosolen van A.
fumigatus of andere schimmels (Anaissie & Costa, 2001; Anaissie et al., 2002,
Angelbeck, 2004). Tabel 5.2. geeft een overzicht van de gerapporteerde
water-gerelateerde infecties van risicopatiënten met schimmels (Anaissie et
al., 2003). Naast Aspergillus spp. behoren Fusarium en Candida spp. tot de
meest gevreesde pathogene fungi (Glasmacher et al., 2003).
Voor dialysepatiënten, die blootgesteld worden aan 400 tot 600 liter
dialysevloeistof per week (Phillips et al., 1994), is de microbiologische
zuiverheid van het dialysewater cruciaal. Zij hebben vaak een verzwakt
immuunsysteem met een verhoogd risico op infectie tot gevolg (Abbott et al.,
2001). Bij scheurtjes in het dialysemembraan of hemodialysefiltratie* kunnen
bacteriën en fungi in het bloed van de patiënt terecht komen, met
respectievelijk een bacteremie of fungemie tot gevolg. Bovendien kunnen
fragmenten van zowel bacteriën als fungi een pyrogene* reactie bij de patiënt
Etiologisch agens Infectie Referentie
A. fumigatus Pulmonaire aspergillose Anaissie & Costa, 2001
A. niger Cutane infectie Newsom, 1968
F. solani Gedissemineerde infectie Anaissie et al., 2001
E. janselmei Gedissemineerde infectie Nucci et al., 2001
Acremonium sp. Endophtalmitis Fridkin et al., 1996
Tabel 5.2: Een aantal water-gerelateerde infecties van risicopatiënten door
verschillende pathogene fungi (naar Anaissie et al., 2003).
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uitlokken, omdat zij transmembranair de productie van cytokinen in de patiënt
induceren (Hartung et al., 2001; Rudnick et al., 1995).
Ook de microbiologische controle van spoelwater voor endoscopen is
belangrijk. Bij een endoscopisch onderzoek kunnen infectieuze micro-
organismen worden overgebracht van een gecontamineerde endoscoop naar
een patiënt (Alvarado & Reichfelder, 2000). Voor fungi werd, ondanks hun
aanwezigheid in spoelwater (Martiny & Floss, 2001), nog geen uitbraak van
een (pseudo-)infectie gerapporteerd (Richards et al., 2002).
Het belang van het vóorkomen van fungi in (behandeld) hospitaal-
water, dialysaat en endoscoop spoelwater en de associatie van hun
aanwezigheid met mycotische infecties bij patiënten moeten nog verder
worden onderzocht (Arvanitidou et al, 2000; Anaissie et al., 2003; Richards et
al., 2002). De prognose van invasieve infecties door fungi is echter vrij slecht,
zodat elke haalbare maatregel die bijdraagt tot het voorkómen ervan
verdedigbaar is (Glasmacher et al., 2003).
1.3 LEEFBARE, NIET-KWEEKBARE FUNGI
Met de term ‘leefbare maar niet kweekbare’ (‘viable but non culturable’,
VBNC) micro-organismen worden cellen aangeduid met een metabole
activiteit en een intact membraan, maar die toch niet in staat zijn kolonies te
vormen op artificiële groeimedia (Kell et al., 1998; Oliver, 2005). De meeste
rapporten over VBNC bacteriën hebben betrekking op hun vóorkomen in
water (Reynolds & Fricker, 1999; Breeuwer & Abee, 2000). Door hun
aanwezigheid is het koloniegetal van water vaak 10 tot 100 keer lager dan het
werkelijk aanwezige aantal cellen (Catala et al., 1999; Vives-Rego et al.,
2000). Of VBNC bacteriën een risico betekenen voor de menselijke
gezondheid is echter controversieel (Sylvester et al., 2001). In sommige
gevallen kan een verandering in temperatuur of osmolariteit of de toevoeging
van welbepaalde nutriënten een stimulus zijn om VBNC cellen terug in een
kweekbare toestand te brengen (resuscitatie) (Fig. 5.2) (Sylvester et al.,
2001).
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In tegenstelling tot bacteriën, werd de VBNC status bij fungi weinig
bestudeerd. Niet-kweekbare fungi worden voornamelijk in lucht en aarde
teruggevonden (Adhikari et al., 2004a; Adhikari et al., 2004b; Shannon et al.,
2002; Gupta et al., 1993; Palmgren et al., 1986), maar er zijn géén gegevens
beschikbaar over hun aanwezigheid in water. Volgens een studie van Godish
(2002) zou ongeveer 80-95% van de schimmelsporen in lucht niet kweekbaar
zijn op het moment van de monstername, zodat de plaatmethoden een
onderschatting geven van het aanwezige aantal. Over de ‘leefbaarheid’ (in
termen van metabole activiteit en membraanintegriteit) van deze niet-
kweekbare fungi is echter nog niets gerapporteerd. Enkel in een studie van
Bauters et al. (2002, 2003) wordt het bestaan van ogenschijnlijk VBNC gisten
(C. albicans en Cr. neoformans) gesuggereerd, weliswaar in klinische
monsters.
1.4 DETECTIEMETHODEN VOOR FUNGI IN WATER
1.4.1 Plaatmethoden
Er is nog geen officiële standaardmethode voor de kweek en de telling
van het aantal fungi in drinkwater en hospitaalwater (Göttlich, et al., 2002).
Meestal wordt er gebruik gemaakt van verschillende media waaronder
bloedagar (Göttlich et al., 2002), mout extract agar, Rose Bengal agar (Niemi
et al., 1982; Clesceri et al. 1998) en Sabouraud glucose agar met
antimicrobiële supplementen (Anaissie et al., 2003; Arvanitidou et al., 2000;
Warris et al., 2001).
Een plaatmethode voor de bepaling van het totaal koloniegetal in
dialysevloeistoffen gesteund op membraanfiltratie wordt voorgesteld door de
Fig. 5.2:
Verloop van de ontwikkeling
van VBNC micro-organismen
(naar Sylvester et al., 2001).
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‘European Renal Association’ en ‘European Dialysis and Transplant
Association’ (ERA & ADTA, 2002). Na filtratie van de monsters worden de
membraanfilters gedurende 7 dagen geïncubeerd bij 20-22°C op een
algemene arme voedingsbodem, zoals trypton glucose extract agar. Voor
schimmels en gisten mag het aantal KVE niet boven 10 per ml liggen, voor
bacteriën niet boven 100 per ml (ERA & EDTA, 2002).
Er is veel variatie tussen de methoden gebruikt voor de micro-
biologische controle van spoelwater voor endoscopen (Richards et al., 2002).
Een methode voor de bepaling van het totaal koloniegetal in spoelwater,
voorgesteld door het Health Technical Memorandum 2030 (HTM, 1995),
omvat een membraanfiltratie en een incubatie van de membraanfilter op een
trypton soja agar bodem gedurende 48u-72u bij 35°C.
1.4.2 Vaste fase cytometrie
Fungi kunnen ± selectief worden gedetecteerd in water met behulp van
VFC d.m.v. een fungiprotocol, voorgesteld door Chemunex. De procedure
bestaat uit een filtratie over een 25mm membraanfilter met 2,0µm
poriëngrootte, een pre-incubatie van de membraanfilter in contact met een
aangepaste zwelbuffer (ChemSol®A6) en een merking met ChemChrome®V6
in een aangepaste merkingsbuffer (ChemSol®B2). Volgens Chemunex wordt
in natuurlijk gecontamineerd water ongeveer 0,27% van de bacteriën mee
gedetecteerd (Chemunex document, 1999).
2. DOELSTELLING
In dit hoofdstuk wordt de toepassing van VFC voor de selectieve detectie
van leefbare schimmelsporen en gisten in water geëvalueerd. Daartoe wordt
eerst de selectiviteit van het standaard fungiprotocol, voorgesteld door
Chemunex, geëvalueerd voor drinkwater, hospitaalwaters en dialysaten.
Vervolgens worden verschillende strategieën gevolgd om de selectiviteit van
de procedure te verbeteren. De aangepaste procedure wordt daarna
toegepast op hospitaalwaters, dialysaten en endoscoop spoelwaters.
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3. MATERIALEN EN METHODEN
3.1 MATERIALEN
3.1.1 Membraanfilters en schijfjes
De volgende membraanfilters worden in het onderzoek gebruikt: 25mm
CycloblackTM-gecoate polyesterfilters (Chemunex) met 2,0µm en 0,45µm
poriëngrootte, 25mm zwarte Poretics® polycarbonaatfilters (Carbon 14
Centralen, Hørsholm, Denemarken) met 2,0µm poriëngrootte, zwarte Isopore®
polycarbonaatfilters (Millipore) met 0,45µm poriëngrootte en 25mm witte
cellulose-ester filters met 0,8µm poriëngrootte (Millipore).
Voor de materialen gebruikt bij de incubatie van de membraanfilter en de
sterilisatie van oplossingen, evenals voor het soort absorberende schijfjes
wordt verwezen naar Hoofdstuk 4, 3.1.1.
3.1.2 Groeimedia
De gebruikte groeimedia zijn trypton glucose extract agar (TGEA) (15g
agar, 5g pancreas caseïne lysaat, 3g vleesextract, 1g glucose per liter),
trypton glucose bouillon (TGB) en agar (TGA) (BD), Sabouraud glucose
bouillon (SGB) en agar (SGA) (BD), SGA gesupplementeerd met 500mg/l
chloramfenicol (SGA+) (BD), SGA gesupplementeerd met 500mg/l
chloramfenicol en 500mg/ml cycloheximide (Sigma-Aldrich) (SGA+A), S10
(Sabouraud 1/10 verdund, toevoeging van 1g MgSO4.7H2O en 1g KH2PO4 per
liter) bouillon (S10B) en agar (S10A) en mout extract agar (MEA) (20g agar,
20g glucose, 1g pepton, 20g mout extract poeder/liter).
3.1.3 Buffers en reagentia
ChemSol®A4 en ChemSol®A6 (beide van Chemunex) worden gebruikt
als ‘pre-labelling’ buffer (zwelbuffer die gestresseerde micro-organismen
activeert) voor respectievelijk de VFC analyse van bacteriën en fungi.
ChemSol®A6 wordt als zodanig getest, evenals na toevoeging van polymyxine
B (1 en 10mg/ml), chloramfenicol (5 en 50µg/ml) en Triton X-100 (1%). Aan
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ChemSol®A6 worden ook mengsels van antimicrobiële stoffen toegevoegd:
lysozyme (50µg/ml) + Na2EDTA (100 en 800µg/ml), lysozyme (50µg/ml) +
polymyxine B (50µg/ml), polymyxine B (10mg/ml) + lysozyme (10mg/ml),
polymyxine B (50µg/ml) + gramicidine (10µg/ml), polymyxine B (10mg/ml)
chloramfenicol (50µg/ml) en Triton X-100 (1%). Triton X-100, lysozyme en
polymyxine B zijn afkomstig van Sigma-Aldrich, gramicidine is afkomstig van
Alcon (Puurs, België) en chloramfenicol van Fluka (Buchs, Zwitserland).
De buffers ChemSol®B2 (voor fungi) en ChemSol®B16 (voor bacteriën)
(beide van Chemunex) worden respectievelijk bij de analyse van fungi en
bacteriën gebruikt voor de verdunning van het leefbaarheidssubstraat
ChemChrome®V6 (zie 3.1.4). De ‘mounting solution’ Citifluor® AF3 (Citifluor)
wordt gebruikt om fluorescentiedoving tegen te gaan. Alle oplossingen worden
gefiltreerd vóór gebruik.
3.1.4 Fluorescente merkers
Voor de leefbaarheidsmerking van fungi wordt het ChemChrome®V6
(Chemunex) (zie Hoofdstuk 6, 4.2.1) 1:100 verdund in ChemSol®B2. Deze
substraatverdunning wordt verder betiteld als ‘V6f’. Daarnaast wordt ook
gebruik gemaakt van CSE/5 (Chemunex) voor een tegenkleuring van partikels
en dode cellen. Voor de leefbaarheidsmerking van bacteriën wordt het
ChemChrome®V6 1:100 verdund in ChemSol®B16, verder aangeduid als
‘V6b’, en wordt CSE/2 (Chemunex) gebruikt voor de tegenkleuring. De
oplossingen worden bewaard bij 4-8°C in het donker.
Andere gebruikte fluorescente merkers zijn FITC- en TRITC-
geconjugeerd concanavaline A (ConA) (Molecular Probes, Eugene, OR, VS),
FITC- en TRITC-geconjugeerd wheat germ agglutinine (WGA) (Molecular
Probes) en FITC-dextraan (150kDa, Sigma-Aldrich). ConA en WGA worden
getest in concentraties van 10, 30 en 100µg/ml in 5mM Tris-HCl buffer (pH
7,6). Er wordt eveneens een mengsel van ConA (10µg/ml) en WGA
(100µg/ml) getest. FITC-dextraan wordt gebruikt in een concentratie van
25mg/ml Kpi buffer (10mM kaliumfosfaat buffer, pH 7,6), zoals beschreven
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door Brul et al. (1997). Alle reagentia worden dagelijks vers bereid en
gefiltreerd vóór gebruik.
3.2 STAMMEN VAN FUNGI EN BACTERIËN
De gebruikte stammen zijn afkomstig van het IHEM, de ‘Belgian
Coordinated Collection of Microorganisms’ (BCCM, Brussel) en de eigen
collectie. De volgende fungi (met IHEM code nr. indien zij niet tot de eigen
collectie behoren) worden getest: Acremonium sp., Aspergillus clavatus
(IHEM 5138), Aspergillus flavus (IHEM 9408), Aspergillus fumigatus (IHEM
3007), Aspergillus nidulans (IHEM 3563), Aspergillus niger (IHEM 4781),
Aspergillus terreus (IHEM 3280), Candida albicans, Candida glabrata,
Candida guilliermondii, Candida krusei, Candida parapsilosis, Candida
tropicalis, Cladosporium sp., Eurotium herbariorum (IHEM 2425), Exophiala
janselmei (IHEM 972), Fusarium solani, Penicillium chrysogenum (IHEM
2349), Rhizopus stolonifer (IHEM 718), Rhodoturula glutinis, Trichosporon
cutaneum, Trichotecium roseum (IHEM 2478) en Verticillium luteoalbum
(IHEM 1441). De volgende bacteriën (met American Type Culture Collection
(ATCC) code nr. indien zij niet tot de eigen collectie behoren) worden getest:
Alcaligenes faecalis, Escherichia coli, Burkholderia cepacia, Serratia
marcescens (ATCC 13880), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027),
Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Bacillus sp., Enterococcus
faecalis (ATCC 29212) en Mycobacterium smegmatis. De isolaten worden
gekweekt op een schuine bodem van TGA voor bacteriën en van MEA, SGA
of S10A voor fungi gedurende minimaal 24u bij 25°C. Vervolgens worden voor
de filamenteuze schimmels de gevormde sporen van de schuine agar bodems
afgespoeld met 5ml FW, met daarin 0,05% Tween-20. Voor bacteriën en
gisten wordt een weinig groei opgepikt met een entoog en gemengd met 10ml
FW. De verkregen celsuspensies worden verdund in FW tot een finale
concentratie van ongeveer 100 cellen/ml. Van deze aangepaste suspensies
wordt telkens 1ml gefiltreerd voor analyse.
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3.3 WATERMONSTERS
Watermonsters zijn afkomstig van de Departementen voor Dialyse,
Gastro-enterologie en Pneumologie van het UZG en het Maria Middelares
Ziekenhuis Gent. In de dialyseafdeling worden watermonsters genomen op vijf
verschillende locaties van de hoofdleiding van het watersysteem. Water wordt
na 3 tot 5min vrij stromen opgevangen in steriele glazen recipiënten van
250ml. Dialysaten worden afgenomen bij drie verschillende typen
dialysetoestellen: Fresenius®, Gambro® en Multimat®. Gedurende een hemo-
dialysesessie wordt 50ml dialysaat afgenomen aan de eindpoort van de
monitor met behulp van een steriele spuit en een glazen recipiënt. Daartoe
wordt de poort eerst gedesinfecteerd met een Fresenius® desinfecterende
oplossing (Fresenius Medical Care, Bad Homburg, Duitsland) en de eerste
5ml dialysaat wordt verwijderd. Spoelwater voor endoscopen wordt
afgenomen bij automatische was-desinfectieapparaten van Johnson &
Johnson® of Olympus®. Daarbij wordt de laatste wascyclus onderbroken om,
afhankelijk van het type apparaat, 100ml water via een spuit door een
uitlaatpoort of uit de waskamer zelf te nemen. Alle gebruikte glazen
recipiënten worden op voorhand grondig gereinigd met een automatisch
wastoestel, vervolgens driemaal gespoeld met ultrapuur MilliQ water en
gesteriliseerd bij 180°C gedurende 1u. Tijdens de monstername worden
steriele handschoenen en een laboratoriumjas met lange mouwen gedragen
om contaminatie te voorkomen. De monsters worden koel bewaard (2-4°C) en
de microbiologische analyse wordt uitgevoerd binnen de 24u na de
monstername. Voor de analyse van hospitaalwater, dialysaat en endoscoop
spoelwater worden per procedure respectievelijk 50ml, 10ml en 20ml van het
monster gebruikt.
3.4 DETECTIEAPPARATUUR
Fluorescent gemerkte schimmelsporen, gisten en bacteriën worden
gedetecteerd met de ChemScan® en de bijhorende epifluorescentie-
microscoop (Hoofdstuk 3, 3.2). Met de FITC en TRITC filterkubus van de
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microscoop kan respectievelijk de groene en rode fluorescentie van de micro-
organismen visueel worden waargenomen.
3.5 PROCEDURES
3.5.1 VFC bacterieprotocol (Chemunex)
Het watermonster of de celsuspensie wordt gefiltreerd over een
CycloblackTM polyesterfilter met 0,45µm poriëngrootte. De membraanfilter
wordt op de filtreerbrug gespoeld met 1ml CSE/2 oplossing. Vervolgens wordt
de membraanfilter in een petrischaal gedurende 1u bij 37°C geïncubeerd op
een celluloseschijfje, verzadigd met de zwelbuffer ChemSol®A4. Voor de
ChemChrome®V6 merking wordt de membraanfilter overgebracht op een
celluloseschijfje dat verzadigd is met V6b (zie 3.1.4) en gedurende 30min bij
37°C geïncubeerd. Na incubatie wordt de membraanfilter op een met
ChemSol®B16 verzadigd HAPB schijfje gelegd in de metalen filterhouder en
geanalyseerd met de ChemScan® (tvc.app).
3.5.2 VFC fungiprotocol (Chemunex)
Het watermonster of de celsuspensie wordt gefiltreerd over een
CycloblackTM polyesterfilter met 2,0µm poriëngrootte. De membraanfilter wordt
op de filtreerbrug gespoeld met 1ml CSE/5 oplossing. Vervolgens wordt de
membraanfilter in een petrischaal gedurende 3u bij 30°C geïncubeerd op een
celluloseschijfje, verzadigd met de zwelbuffer ChemSol®A6. Daarna wordt de
membraanfilter voor de ChemChrome®V6 merking overgebracht op een
celluloseschijfje dat verzadigd is met V6f (zie 3.1.4). Na een incubatie van 1u
bij 37°C wordt de membraanfilter op een met ChemSol®B2 bevochtigd HAPB
schijfje gelegd in de metalen filterhouder en geanalyseerd met de ChemScan®
(fungi.app).
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3.5.3 Modificaties van de VFC procedure
3.5.3.1 Gebruik van andere groen-fluorescente merkers
Een celsuspensie van fungi of bacteriën wordt gefiltreerd over een
CycloblackTM polyesterfilter met een poriëngrootte van respectievelijk 2,0µm of
0,45µm. De membraanfilter wordt geïncubeerd op 100µl van een oplossing
van FITC-ConA, FITC-WGA, een FITC-ConA/FITC-WGA mengsel of FITC-
dextraan in een petrischaal gedurende 30min bij 30°C. Na incubatie wordt de
membraanfilter op een met Citifluor®AF3 verzadigd HAPB schijfje gelegd in de
metalen filterhouder en geanalyseerd met de ChemScan® (fungi.app).
De merking van fungi met FITC-dextraan wordt ook gecombineerd met
een pre-incubatie (zwelstap). Daartoe wordt na filtratie de membraanfilter
geïncubeerd gedurende 3u bij 30°C op een celluloseschijfje verzadigd met de
zwelbuffer ChemSol®A6 en vervolgens gemerkt met FITC-dextraan.
3.5.3.2 Selectieve inactivatie van interfererende bacteriën
Na filtratie van de bacteriesuspensie over CycloblackTM polyesterfilters
met een poriëngrootte van 0,45µm, worden de membraanfilters in een
Analyslide® op een celluloseschijfje gelegd dat verzadigd is met ChemSol®A6
of ChemSol®A6 waaraan antibacteriële stoffen toegevoegd zijn. Na een pre-
incubatie gedurende 3u bij 30°C worden de membraanfilters voor de
ChemChrome®V6 merking gedurende 30min bij 37°C geïncubeerd op een
celluloseschijfje, verzadigd met V6f (zie 3.1.4) of V6b (zie 3.1.4). De
membraanfilters worden daarna geanalyseerd met de ChemScan® (tvc.app).
3.5.3.3 Verbetering van de selectiviteit van het fungiprotocol
Na filtratie van het watermonster over een CycloblackTM polyesterfilter
met een poriëngrootte van 2,0µm wordt de membraanfilter in een Analyslide®
op een celluloseschijfje gelegd dat verzadigd is met een ChemSol®A6-
chloramfenicol (50µg/ml) mengsel. De incubatie wordt uitgevoerd gedurende 3
of 4u bij 30°C. Vervolgens wordt de membraanfilter gelegd op een met V6f
(zie 3.1.4) doordrenkt celluloseschijfje in een Analyslide® en gedurende 1, 2 of
3u geïncubeerd bij 30°C (i.p.v. 37°C). Voor de ChemScan® analyse
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(fungi.app) wordt de membraanfilter op een HAPB schijfje, dat bevochtigd is
met ChemSol®B2, in de metalen filterhouder gelegd.
3.5.3.4 Dubbele merking met ChemChrome®V6 en TRITC-concanavaline A
Voor fungi wordt een ‘aliquot’* van de celsuspensie gefiltreerd over een
CycloblackTM polyesterfilter met een poriëngrootte van 2,0µm. De
membraanfilter wordt in een petrischaal gedurende 3u bij 30°C geïncubeerd
op een celluloseschijfje, verzadigd met ChemSol®A6. Vervolgens wordt de
membraanfilter gedurende 30min bij 30°C geïncubeerd op 100µl TRITC-ConA
in een petrischaal. De membraanfilter wordt nadien onderworpen aan de
ChemChrome®V6 merking en de ChemScan® analyse, zoals beschreven in
het VFC protocol voor fungi (3.5.2).
Dezelfde werkwijze wordt gevolgd voor bacteriën. Een ‘aliquot’ van de
celsuspensie wordt gefiltreerd over een CycloblackTM polyesterfilter met een
poriëngrootte van 0,45µm. De membraanfilter wordt eerst geïncubeerd op een
celluloseschijfje dat verzadigd is met ChemSol®A4 (3u bij 30°C) en vervolgens
op 100µl TRITC-ConA (30min bij 30°C). Nadien wordt de ChemChrome®V6
merking en de ChemScan® analyse uitgevoerd zoals beschreven in het VFC
protocol voor bacteriën (3.5.1).
3.5.4 Definitieve VFC procedure voor de detectie van fungi
Behandeld hospitaalwater (50ml), dialysaat (10ml) of spoelwater (15ml)
wordt gefiltreerd over zwarte polycarbonaatfilters met een poriëngrootte van
2,0µm. De membraanfilter wordt vervolgens gedurende 4u bij 30°C
geïncubeerd in een Analyslide® op een celluloseschijfje, verzadigd met een
ChemSol®A6-chloramfenicol (50µg/ml) mengsel. De filters worden op de
filtreerbrug gespoeld met 15ml steriel MilliQ water en met 500µl CSE/5 en
vervolgens geïncubeerd gedurende 3u bij 30°C op een celluloseschijfje,
verzadigd met V6f (zie 3.1.4), in een Analyslide®. Na de ChemChrome®V6
merking wordt de membraanfilter in een petrischaal gedurende 30min bij 30°C
geïncubeerd op 100µl TRITC-ConA (10µg/ml). Nadien wordt de
membraanfilter op een met ChemSol®B2 verzadigd HAPB schijfje gelegd in de
metalen membraanfilterhouder en geanalyseerd met de ChemScan®
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(fungi.app). Finaal worden de groene en rode fluorescentie, respectievelijk
afkomstig van de ChemChrome®V6 merking en de TRITC-ConA merking, met
de epifluorescentiemicroscoop geïnspecteerd.
3.5.5 Plaatmethoden
3.5.5.1 Standaard plaatmethoden
In parallel met de VFC procedure worden de watermonsters
geanalyseerd m.b.v. 4 kweekmethoden: de standaardmethode volgens de
ERA & EDTA (2002) en 3 kweekmethoden die gebruik maken van
verschillende media die selectief zijn voor fungi. Behandeld hospitaalwater
(50ml), dialysaat (10ml) of spoelwater (15ml) wordt gefiltreerd over 4 witte
cellulose-esterfilters (0,8µm poriëngrootte). Voor de standaardmethode (ERA
& EDTA, 2002) wordt de membraanfilter op een TGEA plaat geïncubeerd
gedurende 7 dagen bij 30°C. In de drie andere methoden worden de filters in
parallel geïncubeerd op selectieve SGA+, SGA+A (Arvanitidou et al., 2000) en
MEA (Wu et al., 2000) platen. De platen worden gedurende 3 weken
geïncubeerd bij 30°C en de kolonies worden wekelijks geteld (koloniegetal).
De geïsoleerde fungi worden microscopisch geïdentificeerd.
3.5.5.2 Gemodificeerde plaatmethoden
Monsters waarin fungi worden gedetecteerd met de ChemScan®, zoals
beschreven in 4.5.2, worden gefiltreerd over 4 witte cellulose-esterfilters
(0,8µm poriëngrootte). Daarvan worden twee filters als controle na filtratie
onmiddellijk geïncubeerd op respectievelijk een SGA+ en een TGEA of een
SGA+A bodem. De twee andere filters worden eerst gedurende 4u bij 30°C
geïncubeerd op celluloseschijfjes, die verzadigd zijn met het ChemSol®A6-
chloramfenicol mengsel, en vervolgens worden ze op respectievelijk een
SGA+ en een TGEA of een SGA+A bodem gelegd. De koloniegetallen worden
bepaald na een incubatie van minimaal 7 dagen bij 25°C.
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4. PRINCIPES
4.1 VFC DETECTIE VAN SCHIMMELSPOREN EN GISTEN IN WATERS
4.1.1 Toepassing van het VFC fungiprotocol op waters
Hoewel de ChemChrome®V6 merking universeel is voor álle levende
cellen (zie Hoofdstuk 6, 4.2.1), zou toch minder dan 1% van de aanwezige
bacteriën in natuurlijk gecontamineerd water interfereren in het VFC
fungiprotocol (Chemunex document, 1999). In drinkwater, behandeld
hospitaalwater, dialysaat of endoscoop spoelwater wordt echter een hogere
verhouding van het aantal bacteriën t.o.v. fungi verwacht in vergelijking met
natuurlijk gecontamineerd water. Bijgevolg moeten de specificiteit en de
toepasbaarheid van het fungiprotocol in dergelijke watermonsters geëvalueerd
worden. Hiervoor worden 1 drinkwatermonster, 6 dialysaten en 4
hospitaalwaters getest.
4.1.2 Modificaties van de VFC procedure
Wanneer in de geteste dialysaten en hospitaalwaters veel bacteriën mee
gedetecteerd worden (=interferentie) en de microscopische validatie dus zeer
arbeidsintensief is, wordt getracht de selectiviteit van de VFC procedure voor
fungi te verbeteren. Er kunnen vier strategieën (al dan niet in combinatie met
elkaar) worden gevolgd om de interferentie van bacteriën te verminderen:
1. Gebruik van andere groen-fluorescente merkers die (verondersteld)
selectief binden op gisten en sporen (4.1.2.1).
2. Selectieve inactivatie van interfererende bacteriën door gebruik van
antibacteriële stoffen (4.1.2.2).
3. Verbetering van de selectiviteit van het fungiprotocol door
modificatie van sommige stappen in de procedure (4.1.2.3).
4. Toepassing van een dubbele merking waarbij de niet-selectieve
groen-fluorescente ChemChrome®V6 merking wordt gecombineerd
met een selectieve rood-fluorescente merker (4.1.2.4).
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4.1.2.1 Gebruik van andere groen-fluorescente merkers
Voor de selectieve detectie van fungi met VFC komen FITC-gemerkte
lectinen, nl. concanavaline A (ConA) en wheat germ agglutinine (WGA),
evenals FITC-dextraan in aanmerking. FITC-dextraan (150 kDa) werd
toegepast om de leefbaarheid van schimmelsporen na te gaan (Brul et al.,
1997). Lectinen zijn proteïnen die de unieke eigenschap hebben te binden op
koolhydraten, vnl. oligo- en polysacchariden. Het grootste deel van de
celwandmoleculen van fungi bestaat uit oligosacchariden en andere
suikerresiduen, nl. chitine, glucanen en mannanen, waarop lectinen kunnen
binden (Robin et al., 1986). De lectinen WGA en ConA binden respectievelijk
op N-acetyl-D-glucosamine (aanwezig in chitine) en alfa-D-methyl-
mannopyranoside (aanwezig in mannaan), en worden gebruikt voor de
microscopische detectie van gisten (Nenoff et al., 2000; Munoz et al., 2003)
en schimmels (Lourdes-Garcia et al., 2002; Robin et al., 1986) in klinische
monsters.
4.1.2.2 Selectieve inactivatie van interfererende bacteriën
Een andere strategie om de specificiteit voor fungi te verbeteren is
gebaseerd op een pre-incubatie van de membraanfilter in aanwezigheid van
antibacteriële stoffen die de leefbaarheid van bacteriën aantasten (lyse), zodat
ze, in tegenstelling tot de fungi, niet meer met het ChemChrome®V6 worden
gemerkt. De antibacteriële stoffen polymyxine B, lysozyme en gramicidine
worden daarvoor aan de zwelbuffer ChemSol®A6 toegevoegd, alleen of in
combinatie (zie 3.1.3). Polymyxine B sulfaat, enkel actief tegen Gram-
negatieve bacteriën, verdringt de Mg2+-ionen die samen met de
lipopolysacchariden het buitenste membraan stabiliseren en oefent een
detergerende werking uit door binnen te dringen in het cytoplasmatisch
membraan. Het enzym lysozyme verbreekt de glycosidische bindingen in het
peptidoglycaan van de celwand, waardoor de bacterie lyseert. Het is actief
tegen Gram-positieve maar als zodanig niet tegen Gram-negatieve bacteriën.
Gramicidine is een antibioticum dat op zichzelf actief is tegen Gram-positieve
bacteriën, maar ook een synergistisch effect heeft op de activiteit van het
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polymyxine B sulfaat. Naast deze antibacteriële stoffen worden ook EDTA en
Triton X-100 gebruikt. EDTA vormt een chelaat met het Mg2+ in het buitenste
membraan van Gram-negatieve bacteriën, waardoor dit membraan
gedestabiliseerd wordt en gemakkelijker penetreerbaar is voor bactericide*
moleculen. Toevoeging van Triton X-100 kan leiden tot de lyse van bacteriën
als gevolg van een detergerende werking. E. coli wordt in de experimenten als
testbacterie gebruikt.
4.1.2.3 Verbetering van de selectiviteit van het fungiprotocol
De selectiviteit van het fungiprotocol vloeit voort uit het gebruik van
aangepaste membraanfilters en van de merkingsbuffer ChemSol®B2. Een
membraanfilter met een poriëngrootte van 2,0µm weerhoudt na filtratie van
een monster voornamelijk schimmelsporen (2-20µm) en gisten (5-8µm), in
tegenstelling tot de meeste bacteriën (0,5-3µm). Terwijl de merkingsbuffer
ChemSol®B2 een onderdrukkend effect heeft op de ChemChrome®V6 merking
van bacteriën (zie 5.1.2.2), bevordert de zwelbuffer ChemSol®A6 zelfs de
groei van bacteriën op de membraanfilter tijdens de pre-incubatie (zie 5.1.2.2).
De selectiviteit van het fungiprotocol kan verbeterd worden door de
interferentie van bacteriën te verminderen en/of de merking van de fungi te
verbeteren.
De interferentie van bacteriën in het fungiprotocol kan op 3 manieren
verminderd worden:
1. Het extra wassen van de membraanfilter na filtratie van het monster
om het doorstromen van de bacteriën doorheen de poriën te
bevorderen.
2. Toevoeging van een bacteriostatisch* antibioticum (chloramfenicol)
aan ChemSol®A6 om de groei van bacteriën tijdens de pre-incubatie
tegen te gaan.
3. Verlengde incubatie in aanwezigheid van het ChemSol®B2 om de
ChemChrome®V6 merking van bacteriën nog meer te
onderdrukken.
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Daarnaast zou een verbeterde ChemChrome®V6 merking van de fungi
(hogere fluorescentie-intensiteiten) leiden tot de detectie van hogere aantallen
fungi en/of tot een betere discriminatie t.o.v. bacteriën na aanpassing van de
fluorescentie-intensiteitsparameter in de ChemScan® software. Drie
modificaties zouden de merking van fungi kunnen bevorderen:
1. Verlengde incubatie in aanwezigheid van het ChemChrome®V6 in
ChemSol®B2 om meer omzetting van het substraat te bekomen.
2. Verlengde incubatie op de zwelbuffer ChemSol®A6 om de cellulaire
enzymactiviteit meer te stimuleren.
3. Uitvoering van de ChemChrome®V6 merking bij een temperatuur van
30°C i.p.v. 37°C. Preliminaire testen toonden aan dat dit bij sommige
fungi leidt tot een verhoging van de fluorescentie-intensiteit.
4.1.2.4 Dubbele merking met ChemChrome®V6 en TRITC-concanavaline A
Bij de microscopische validatie is het onderscheid tussen gedetecteerde
bacteriën en schimmelsporen op basis van hun grootte en morfologie niet
evident. Om sporen ondubbelzinnig te herkennen, kan ook hier de strategie
van een dubbele merking worden toegepast (zie Hoofdstuk 4, 4.3.5). Hiervoor
wordt de niet-specifieke merking met ChemChrome®V6 volgens het
gemodificeerd fungiprotocol (4.1.2.3) gecombineerd met een fungi-specifieke
merking met rood-fluorescente lectinen, nl. TRITC-ConA (zie 4.1.2.1).
4.2 GEMODIFICEERDE PLAATMETHODEN
De voorgestelde standaardmethoden voor de telling van fungi in
dialysaten (ERA & EDTA, 2002) en endoscoop spoelwaters (HTM, 1995)
maken gebruik van algemene arme voedingsbodems, nl. TGEA of TSA
(Ledebo & Nystrand 1999) (zie 1.4.1). Voor de studie van fungi in water
worden meestal selectieve media gebruikt die de groei van bacteriën
afremmen (Arvanitidou et al., 2000; Wu et al., 2000; Göttlich et al., 2002;
Warris et al., 2001). De selectiviteit van deze media vloeit voort uit hun lage
pH en/of de aanwezigheid van antibacteriële stoffen. De vraag is of selectieve
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media de opbrengst van fungi uit behandelde waters, dialysaten en
endoscoop spoelwaters zouden kunnen bevorderen.
Een onderschatting met de standaardmethoden van het aantal
schimmelsporen (en eventueel gisten) in water zou te wijten kunnen zijn aan
niet-optimale groeibevorderende eigenschappen van de gebruikte
voedingsbodems of aan de fysiologische toestand van de cellen (moeilijk of
niet kweekbaar). In dat laatste geval zou een pre-incubatie van de
membraanfilter op de zwelbuffer ChemSol®A6 (zie 3.1.3), die de ‘vitaliteit’ van
de cellen stimuleert, in combinatie met de plaatmethoden misschien ook een
groeibevorderend effect kunnen hebben. Of deze zwelbuffer echte VBNC
cellen zou kunnen resusciteren is uiteraard speculatief.
4.3 FUNGI IN DIALYSATEN, ZIEKENHUISWATERS EN ENDOSCOOP
SPOELWATERS
De definitieve VFC fungiprocedure wordt toegepast voor de detectie van
leefbare fungi in behandelde waters, dialysaten en endoscoop spoelwaters
van twee Gentse ziekenhuizen. De daarbij bekomen VFC celgetallen worden
vergeleken met de koloniegetallen, bekomen met de standaard en de
gemodificeerde plaatmethoden.
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5. RESULTATEN
5.1 VFC DETECTIE VAN SCHIMMELSPOREN EN GISTEN IN WATERS
5.1.1 Toepassing van het VFC fungiprotocol op waters
Een drinkwatermonster wordt geanalyseerd met het VFC fungiprotocol
(3.5.2) en het VFC bacterieprotocol (3.5.1) om de door Chemunex geclaimde
specificiteit (detectie van <1% van het totaal aantal aanwezige bacteriën) van
het fungiprotocol te beoordelen. Met het fungiprotocol wordt een leefbaar
kiemgetal voor fungi en eveneens voor (meegedetecteerde) bacteriën
bekomen van respectievelijk 1,35 (SD 0,16) en 1,95 (SD 0,14) per ml.
Bacteriën worden daarbij tijdens de microscopische validatie van fungi
onderscheiden op basis van hun grootte en morfologie. Dit onderscheid is
echter niet altijd duidelijk. Met het bacterieprotocol wordt een leefbaar
kiemgetal van 750 (SD 40) bacteriën per ml bekomen. Bijgevolg bedraagt het
percentage bacteriën dat meegedetecteerd wordt in het fungiprotocol, verder
aangeduid als ‘interfererende bacteriën’, 0,26% (SD 0,018).
Omdat de interferentie van bacteriën beperkt is, wordt het fungiprotocol
vervolgens toegepast voor de detectie van fungi in 6 dialysaten en 4
hospitaalwaters, afgenomen op verschillende plaatsen in de dialyse afdeling.
De resultaten worden weergegeven in Tabel 5.3.
Tabel 5.3. VFC celgetal voor fungi en bacteriën, bekomen na toepassing van het fungiprotocol
op 10 ml van hospitaalwaters (monsters 1-4) en dialysaten (monsters 5-10).
VFC celgetal
Monster
Nr. Fungi Bacteriën
Verhouding
VFC celgetal
bacteriën/fungi
1 1840 5500 3,0
2 10 160 16
3 4 30 7,5
4 3 55 18
5 24 211 8,8
6 3 15 5
7 5 72 14.4
8 2 20 10
9 16 165 10,3
10 28 216 7,7
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In verschillende monsters zijn de VFC celgetallen vrij hoog als gevolg
van de interferentie van bacteriën. Er is een grote variatie in de verhoudingen
van het aantal gedetecteerde bacteriën t.o.v. de fungi tussen de verschillende
monsters. De mediaan verhouding is 13, het bereik 3-18.
5.1.2 Modificaties van de VFC procedure
Omdat de interferentie van bacteriën in het fungiprotocol de
microscopische validatie van de ChemScan® resultaten arbeidsintensief
maakt, wordt nagegaan of modificaties in de VFC procedure tot een
selectievere detectie van fungi kunnen leiden.
5.1.2.1 Gebruik van andere groen-fluorescente merkers
Drie groen-fluorescente merkers, nl. FITC-ConA, FITC-WGA en FITC-
dextraan, worden geëvalueerd voor de VFC detectie van C. albicans, A.
fumigatus, F. solani en E. coli isolaten. Het FITC-dextraan resulteert in een
partiële en zwak fluorescente merking van enkel A. fumigatus en F. solani,
maar ook in een heel hoge achtergrondfluorescentie. De fluorescentie-
intensiteit van de gemerkte cellen verhoogt niet indien de merking wordt
voorafgegaan door een pre-incubatie op ChemSol®A6.
 De resultaten van de merking met FITC-ConA, FITC-WGA en een
mengsel van beide worden samengevat in Tabel 5.4. Met FITC-ConA en
FITC-WGA wordt de meest intense fluorescentie voor de drie fungi verkregen
bij een concentratie van respectievelijk 10 en 100µg/ml, terwijl E. coli niet
wordt gemerkt. De met FITC-ConA bekomen fluorescentie is intenser voor C.
albicans en A. fumigatus en minder intens voor F. solani in vergelijking met
FITC-WGA. Een mengsel van FITC-ConA (10µg/ml) en FITC-WGA
(100µg/ml) levert geen intense fluorescentie voor de drie fungi op. Als gevolg
van een te lage fluorescentie-intensiteit worden verschillende schimmelsporen
door de ChemScan® niet gedetecteerd. Bij verlaging van de drempelwaarde
van de fluorescentie-intensiteitparameter van de ‘fungi.app’ (zie Hoofdstuk 3,
3.3.2.2 en Tabel 3.1) stijgt het aantal partikels enorm, wat de microscopische
validatie onmogelijk maakt.
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Tabel 5.4.: Binding van de FITC-geconjugeerde lectinen concanavaline A (ConA) en wheat
germ agglutinine (WGA) aan C. albicans, A. fumigatus, F. solani en E. coli.
Lectine merking*
FITC-ConA
(µg/ml)
FITC-WGA
(µg/ml)
Species 10 30 100 10 30 100
FITC-ConA
(10µg/ml) + FITC-
WGA (100µg/ml)
C. albicans +++ ++ ++ +/- +/- +/- +++
A. fumigatus ++ + - +/- +/- +/- +
F. solani + +/- - + + ++ +
E. coli - - - - - - -
*De graad van merking wordt als volgt gescoord: - geen merking, +/- zwakke fluorescentie
en niet-homogene merking, + homogene merking met zwakke fluorescentie-intensiteit, ++
sterke fluorescentie, +++ zeer sterke fluorescentie.
5.1.2.2 Selectieve inactivatie van interfererende bacteriën
Om na te gaan of de ChemChrome®V6 merking van de interfererende
bacteriën kan onderdrukt worden met behulp van antimicrobiële stoffen,
worden membraanfilters met E. coli geïncubeerd op ChemSol®A6, waaraan al
dan niet antimicrobiële stoffen of mengsels ervan toegevoegd zijn. Voor de
leefbaarheidsmerking wordt zowel het V6f (op basis van ChemSol®B2, zie
3.1.4) als het V6b (op basis van ChemSol®B16, zie 3.1.4) als
leefbaarheidssubstraat gebruikt.
Er wordt geen inhiberend effect waargenomen van de antimicrobiële
stoffen op de leefbaarheidsmerking van E. coli. Op filters blootgesteld aan
gramicidine maakt de interferentie van partikels een microscopische validatie
onmogelijk. Er worden meer E. coli cellen gedetecteerd op de membraanfilters
dan er theoretisch op gebracht werden. Dit wijst op de vermenigvuldiging van
E. coli gedurende de 3u-durende pre-incubatie. Vergelijking van de resultaten
bekomen met de twee leefbaarheidssubstraten, toont dat met V6f het
bekomen VFC celgetal voor bacteriën tot 5x lager is dan met V6b. Dit duidt op
een sterk onderdrukkend effect van de ChemSol®B2 buffer op de
leefbaarheidsmerking van bacteriën, wat een belangrijke selectiviteitsfactor
van het fungiprotocol is.
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5.1.2.3 Verbetering van de selectiviteit van het fungiprotocol
 Wassen van de membraanfilters
Het extra wassen van de membraanfilters met water zou het
doorstromen van bacteriën doorheen de filterporiën van 2,0µm kunnen
bevorderen. Na filtratie van het monster wordt de membraanfilter met 15ml
steriel gedesioniseerd water gespoeld. De cellen worden vervolgens gemerkt
en geanalyseerd met de ChemScan® volgens het VFC fungiprotocol (3.5.2).
De gewassen membraanfilter bevat in vergelijking met de niet-gewassen
membraanfilter 3% minder bacteriën.
 Toevoeging van chloramfenicol
Om de vermenigvuldiging van de bacteriën tijdens de pre-incubatie in
aanwezigheid van ChemSol®A6 te remmen, wordt hieraan chloramfenicol
(50µl/ml) toegevoegd. Die toevoeging resulteert in een lage achtergrond-
fluorescentie en een laag VFC celgetal voor bacteriën, terwijl ze geen invloed
heeft op de merking van sporen (A. fumigatus). Voor gistcellen (C. albicans)
daalt de fluorescentie-intensiteit, maar het VFC celgetal blijft gelijk.
 Wijziging van de incubatieomstandigheden
Bovenop een extra wasstap en de toevoeging van chloramfenicol wordt
verder de bijkomende invloed nagegaan van een wijziging van de incubatietijd
en -temperatuur van de pre-incubatie en de leefbaarheidsmerking op de VFC
celgetallen voor respectievelijk fungi en bacteriën in een hospitaal
watermonster. De leefbaarheidsmerking (met V6f) wordt bij 30°C i.p.v. 37°C
uitgevoerd (zie 4.1.2.3). De resultaten worden weergegeven in Tabel 5.5. Na
een pre-incubatie gedurende 3u van de membraanfilter op het ChemSol®A6-
chloramfenicol mengsel en een incubatie op het leefbaarheidssubstraat (V6f)
gedurende 2u in plaats van 1u, is er een substantiële verlaging van het VFC
celgetal voor bacteriën, terwijl het VFC celgetal voor fungi nog een weinig
toeneemt (zie Tabel 5.5).
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Wanneer een leefbaarheidsmerking van 2u wordt gecombineerd met een
pre-incubatie van 4u, verhoogt het VFC celgetal fungi verder. Tegelijkertijd
treedt echter ook een kleine verhoging van het VFC celgetal voor bacteriën
op. Daarom wordt de pre-incubatie van 4u gecombineerd met een incubatie
van 3u op het leefbaarheidssubstraat. Deze combinatie, verder aangeduid als
het ‘gemodificeerd fungiprotocol’, levert een lagere fluorescentie-intensiteit
van bacteriën op en een hogere fluorescentie-intensiteit van fungi en geeft
een verhouding van aantal bacteriën t.o.v. fungi van 1,0. Een verhoging van
de drempelwaarde van de fluorescentie-intensiteitsparameter in de software
leidt wel tot een lager VFC celgetal voor bacteriën, maar doet ook het VFC
celgetal voor fungi dalen.
Tabel 5.5: VFC celgetallen voor fungi en bacteriën in 10ml van een hospitaal
watermonster in functie van de tijdsduur van de pre-incubatie en/of de
leefbaarheidsmerking.
VFC celgetalTijdsduur
(pre-incubatie /
leefbaarheidsmerking) Fungi Bacteriën
Verhouding
VFC celgetal
bacteriën/fungi
3u/1u 46 205 4,4
3u/2u 49 65 1,3
4u/2u 63 72 1,1
4u/3u 66 67 1,0
Het gemodificeerd fungiprotocol wordt vervolgens toegepast op
verschillende aantallen (100 tot 10.000) bacteriën van een 10-tal isolaten (zie
3.2), om hun interferentie te evalueren. Voor geen enkele geteste bacterie,
behalve M. smegmatis, wordt met de ChemScan® een groen-fluorescent
signaal waargenomen bij meer dan 10.000 cellen per membraanfilter.
Daarnaast wordt ook voor een reeks schimmels en gisten het VFC
celgetal bepaald volgens dit gemodificeerd fungiprotocol en vergeleken met
het celgetal bekomen met het oorspronkelijk VFC fungiprotocol (Chemunex).
De resultaten worden samengevat in Tabel 5.6. Behalve voor E. herbarorium
(82%; SD 8) wordt er tussen beide protocols geen significant verschil
gevonden in het aantal gedetecteerde gisten en sporen (gemiddeld
respectievelijk 113,9% (SD 15,4) en 104,9% (SD 9,6)).
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Tabel 5.6: Relatief aantal (%) fungi en gisten gedetecteerd met behulp van VFC en het
gemodificeerd fungiprotocol t.o.v. het oorspronkelijk fungiprotocol (Chemunex).
Schimmel isolaat
% gedetecteerde
cellen (SD) (n=3) Gist isolaat
% gedetecteerde
cellen (SD) (n=3)
A. fumigatus 110,8 (16,7) C. albicans 103,5 (7,2)
A. clavatus 100,9 (14,6) C. krusei 109,2 (3,8)
A. flavus 119,0 (17,1) C. tropicalis 138,7 (15,9)
A. nidulans 112,5 (12,1) C. parapsilosis 101,7 (6,8)
A. niger 98,8 (3,5) C. guilliermondii 100,0 (6,2)
A. terreus 102,8 (5,7) C. glabrata 128,6 (15,5)
F. solani 101,7 (3,8) R. glutinis 128,1 (13,9)
P. chrysogenium 99,5 (18,4) T. cutaneum 101,0 (11,7)
Acremonium. sp 113,3 (17,4)
V. luteoalbum 101,6 (6,8)
E. herbariorum 83,8 (2,1)
T. roseum 115,0 (21,9)
 Dubbele merking met ChemChrome®V6 en TRITC-concanavaline A
Ondanks de modificaties van het VFC fungiprotocol (wassen van de
membraanfilter, toevoeging van chloramfenicol en verlengde duur van de pre-
incubatie en de leefbaarheidsmerking) worden in de watermonsters, naast
fungi, nog steeds bacteriën gedetecteerd. Om te verzekeren dat fungi tijdens
de microscopische validatie ondubbelzinnig onderscheiden kunnen worden
van deze bacteriën is naast het ChemChrome®V6 een tweede, fungi-
specifieke merker zoals TRITC-ConA nodig. De gemerkte fungi vertonen dan
tegelijkertijd een rode en groene fluorescentie (Fig. 5.3). De meest intense
fluorescentie wordt bekomen met een oplossing van 10µg ConA/ml (vergelijk
Tabel 5.4). Bij sterker geconcentreerde TRITC-ConA oplossingen gaat de
fluorescentie van sommige schimmelsporen verloren.
Fig. 5.3: Groen- en rood-fluorescente
cellen na dubbele merking met
ChemChrome®V 6  en TRITC-ConA,
waargenomen met de epifluorescentie-
microscoop m.b.v. respectievelijk de
FITC en TRITC filterkubus.
Hoofdstuk 5: Schimmelsporen en gisten 111
De dubbele merking met ChemChrome®V6 en TRITC-ConA wordt
toegepast op een reeks gisten, schimmels en bacteriën, zoals beschreven in
3.5.3.4. Tabel 5.7 geeft een overzicht van de resultaten. Alle gisten en
schimmelsporen vertonen een intense, groene fluorescentie en worden
bijgevolg voor 100% gedetecteerd met de ChemScan®. Bij de microscopische
validatie wordt de rode fluorescentie geobserveerd van de TRITC-ConA
gemerkte fungi. Hierbij kunnen de intens fluorescente gistcellen en de
zwakker fluorescente schimmelsporen duidelijk onderscheiden worden van de
niet-fluorescente bacteriën. Een klein percentage van de cellen van A. niger,
Cladosporium sp. en T. cutaneum vertoont echter een onduidelijke
fluorescentie.
Tabel. 5.7: Microscopische evaluatie van de fluorescentie-intensiteit van bacteriën, gisten en
schimmels na merking met TRITC-ConA (10µg/ml).
*De fluorescentiescore is als volgt: - geen merking, +/- zwakke fluorescentie en niet-
homogene merking, + zwakke fluorescentie met homogene merking, ++ sterke fluorescentie,
+++ zeer sterke fluorescentie.
# Percentage van de aanwezige cellen dat onduidelijk gemerkt wordt met TRITC-ConA.
Micro-organisme
Fluorescentie
score*
Bacteriën
E. coli -
A. faecalis -
S. marcescens -
B. cepacia -
S. aureus -
M. luteus -
Bacillus sp. -
P. aeruginosa -
M. smegmatis. -
E. faecalis -
Gisten
C. albicans +++
C. tropicalis +++
C. krusei +++
C. glabrata +++
C. parapsilosis +++
C. guilliermondii +++
T. cutaneum +/- (7%)#
R. glutinis ++
Micro-organisme
Fluorescentie
score*
Schimmels
A. flavus +
A. niger +/- (3%)#
A. clavatus +
A. nidulans +
A. fumigatus +
A. terreus +
Acremonium sp. +
Cladosporium sp. +/- (4%)#
E. janselmei +
E. herbariorum ++
F. solani +
P. chrysogenum ++
R. stolonifer ++
T. roseum ++
V. luteoalbum ++
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5.1.3 Evaluatie van de definitieve VFC procedure
De hoger beschreven wijzigingen (gemodificeerd fungiprotocol én
gebruik van TRITC-ConA als tweede merker) worden geïncorporeerd in een
definitieve procedure voor de VFC detectie van fungi in water, verder betiteld
als de ‘definitieve VFC fungiprocedure’. Deze procedure wordt vergeleken met
het oorspronkelijk VFC fungiprotocol (Chemunex) m.b.t. de interferentie van
bacteriën en de kwantitatieve telling van fungi in natuurlijk gecontamineerde
waters. Na een telling van ‘alle’ ChemChrome®V6 gemerkte micro-organismen
(fungi + interfererende bacteriën) met de ChemScan®, worden bij de validatie
de bacteriën van de fungi microscopisch onderscheiden, waarbij hun
respectievelijke aantallen worden bepaald (Tabel 5.8). Dit onderscheid
gebeurt in beide procedures op basis van een (niet altijd duidelijk)
verschillende morfologie, en in de definitieve VFC fungiprocedure bovendien
ook aan de hand van de selectieve rode fluorescentie van de fungi, afkomstig
van het TRITC-ConA.
Tabel 5.8. Vergelijking van de gemiddelde VFC celgetallen voor fungi en bacteriën
gedetecteerd met de ChemScan® in 1 drinkwater (monster 1) en 4 natuurlijk gecontamineerde
waters (monsters 2-5) m.b.v. de definitieve VFC fungiprocedure, het oorspronkelijk VFC
fungiprotocol (Chemunex) en het VFC bacterieprotocol (Chemunex).
Gemiddeld VFC celgetal / ml (SD) (n=3)
Chemunex VFC
fungiprotocol
Definitieve VFC
fungiprocedure
Chemunex VFC
bacterieprotocolMonster
nr. Fungi Bacteriën Fungi Bacteriën Bacteriën
1 1,4 (0,2) 1,9 (0,1)
‡ [0,25]
1,9 (0,3)* 1,0 (0,5)*
[0,13]
7,7x102 (0,4x102)
2 36,6 (16,6) 32,0 (14,4)
[0,46]
44,0 (22,6) 26,6 (11,6)
[0,38]
6,9x103 (0,7x103)
3 146 (30,2) 191,6 (62,7)
[0,29]
168,6 (20,1) 170,6 (75,6)
[0,26]
6,5x104 (0,3x104)
4 274,0 (12,4) 126,6 (9,0)
[0,16]
304 (14)* 90,6 (16,6)*
[0,11]
7,8x104 (0,8x104)
5 286,6 (18,1) 108,6 (11,6)
[0,13]
315,6 (14,6) 114,6 (9,2)
[0,14]
8,1x104 (0,4x104)
‡ [ ] Percentage van het totaal aantal aanwezige bacteriën, zoals bepaald met het VFC
bacterieprotocol. * Gemiddeld gedetecteerd aantal is significant verschillend van het aantal in
het Chemunex VFC fungiprotocol.
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De definitieve VFC fungiprocedure levert vóór microscopische validatie
een significant lager VFC celgetal op voor bacteriën en een significant hoger
VFC celgetal voor fungi in 2 van de 5 monsters in vergelijking met het
oorspronkelijk fungiprotocol (zie Tabel 5.8). Statistische analyse (gepaarde T-
test) toont een trend aan waarbij hogere aantallen fungi en een lager
percentage bacteriën (0,05<p<0,1) worden gedetecteerd met de definitieve
VFC fungiprocedure.
5.2 GEMODIFICEERDE PLAATMETHODEN
In parallel met VFC worden hospitaalwaters en dialysaten (zie 5.1.1)
geanalyseerd met een standaard plaatmethode op basis van membraan-
filtratie (zie 3.5.5.1). De bekomen koloniegetallen voor schimmels of gisten op
TGEA blijken echter veel lager te zijn dan de VFC celgetallen. Daarom wordt
nagegaan of een plaatmethode met selectievere media voor fungi en/of in
combinatie met een pre-incubatie op de zwelbuffer ChemSol®A6 meer fungi
detecteert in water dan de klassieke TGEA plaat. ‘Aliquots’ (10ml) van
dialysaten waarin fungi gedetecteerd werden met de ChemScan® (zie 5.1.1)
worden geanalyseerd zoals beschreven in 3.5.5.2.
Tabel 5.9: Aantal fungi in 4 dialysaten (10ml) gedetecteerd met de ChemScan® (VFC
celgetal), de plaatmethode (koloniegetal) met TGEA en SGA+ en de combinatie van de
plaatmethode met een pre-incubatie (zwelbuffer ChemSol®A6).
Aantal fungi/10ml
Koloniegetal Koloniegetal na pre-incubatieCode
toestel
VFC
celgetal
TGEA SGA+ TGEA SGA+
F10 3 0 0 3 3
G13 55 0 0 0 42
G11 3 0 0 0 0
F03 2 0 0 0 2
Enkel de membraanfilters, geïncubeerd op SGA+ na een pre-incubatie
op de zwelbuffer ChemSol®A6 met chloramfenicol (50µl/ml), geven
koloniegetallen die ± vergelijkbaar zijn met de VFC celgetallen (Tabel 5.9).
Voor één toestel (G11) wordt na 7 dagen op geen enkele plaat groei van fungi
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geobserveerd. Het gebruik van selectievere media en van een pre-incubatie
op de zwelbuffer lijkt een hogere opbrengst van fungi uit dialysaten op te
leveren.
De respectievelijke dialysetoestellen worden vervolgens onderworpen
aan een grondige reiniging. Er wordt geen contaminatie door fungi meer
vastgesteld in de monsters die nadien afgenomen worden. De impact van een
pre-incubatie gecombineerd met een selectieve voedingsbodem wordt
daarom verder onderzocht op twee grondwaters. Tabel 5.10 geeft een
overzicht van de resultaten. Er wordt geen duidelijk verschil meer
waargenomen in het aantal gedetecteerde fungi op de platen met en zonder
pre-incubatie. De VFC celgetallen liggen hoger dan de koloniegetallen.
Tabel 5.10: Aantal fungi in 2 grondwaters gedetecteerd met de ChemScan® (VFC celgetal),
de plaatmethode (koloniegetal) met TGEA en SGA+ en de combinatie van de plaatmethode
met een pre-incubatie (zwelbuffer ChemSol®A6).
Aantal fungi per monstervolume
Koloniegetal Koloniegetal napre-incubatie
Monster-
volume
(ml)
VFC celgetal
SGA+ SGA+A SGA+ SGA+A
Monster 1
0,1 5 1 0 0 0
0,2 3 2 0 4 0
0,5 12 1 0 2 0
1 22 8 1 4 1
Monster 2
0,1 1 1 0 2 0
0,2 2 5 1 1 0
0,5 5 7 0 3 2
1 12 10 2 7 1
5.3 FUNGI IN DIALYSATEN, ZIEKENHUISWATERS EN ENDOSCOOP
SPOELWATERS
De definitieve VFC fungiprocedure wordt in parallel met vier
plaatmethoden toegepast op verschillende waters. Een totaal van 32
watermonsters wordt afgenomen aan 5 verschillende punten (S1 tot S5) van
het waterbehandelingssysteem in de dialyseafdeling. Het percentage fungi-
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positieve monsters bedraagt 100, 100, 83, 0 en 0% voor de respectievelijke
afnamen aan de punten S1 tot S5. Voor de S1 tot S3 monsters (50ml) is de
mediaan van het aantal met VFC gedetecteerde fungi respectievelijk 14,5
(bereik 6-184), 3,5 (bereik 1-7) en 1 (bereik 0-2). Het VFC celgetal vermindert
dus na elke bijkomende waterbehandeling.
Groei van fungi op de agarplaten wordt geobserveerd na een minimum
van 7 dagen. Op TGEA worden lage aantallen schimmel- en gistkolonies
teruggevonden, terwijl op SGA+, SGA+A en MEA hogere (gelijklopende)
koloniegetallen worden gedetecteerd. De S1 monsters (n=7), waarvan de VFC
celgetallen het hoogst lagen, geven op MEA, SGA+, SGA+A en TGEA in
respectievelijk 7, 7, 6 en 4 gevallen een positief resultaat. Daarbij worden met
de verschillende media respectievelijk 25, 28, 25 en 7% van de VFC aantallen
teruggevonden. Voor S2 en S3 wordt groei van fungi geobserveerd op
respectievelijk SGA+, SGA+A, MEA en TGEA in 7, 3, 2 en 0 van de (volgens
VFC) 11 met fungi gecontamineerde monsters. Wanneer SGA+ en MEA
platen langer worden geïncubeerd dan 7 dagen, worden deze soms
overgroeid door schimmels. Dit is minder uitgesproken voor SGA+A. Op
TGEA is zelfs na een incubatie van 28 dagen het koloniegetal nog steeds
laag. De meest voorkomende schimmels zijn Cladosporium, Fusarium en
Acremonium spp. Daarnaast wordt ook één enkel isolaat van A. fumigatus,
Candida ciferri en Rhodoturula sp. geïdentificeerd. Er worden geen
bacteriekolonies bekomen op SGA+ en SGA+A en slechts een beperkt aantal
op MEA. Met de S1, S2 en S3 monsters zijn veel van de TGEA platen
overgroeid door bacteriën.
In 8 dialysaten (n=50) worden met VFC lage aantallen fungi bekomen
(mediaan 2,5; bereik 1-7), terwijl met de kweekmethoden in slechts 2 gevallen
respectievelijk één enkele kolonie van Penicillium chrysogenum en één
kolonie van Cladosporium cladosporioides op SGA+ bekomen wordt. Voor
endoscoop spoelwaters (n=10) uit automatische wasapparaten worden met
VFC in 4 monsters lage aantallen fungi gedetecteerd (mediaan 3,5; bereik 2-
5), maar geen op de plaat.
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6. BESPREKING
6.1 ALGEMENE CONTEXT
Hoewel een endogene kolonisatie gevolgd door een infectie de
voornaamste transmissieroute is voor fungi, kan ook een exogene overdracht
ervan voorkomen (Arvanitidou et al., 1999). Exogene bronnen van fungi zijn
voornamelijk lucht (airconditioning, ventilatie, verbouwingswerken) en water
(douches, kraanwater), en in mindere mate ook medische materialen
(katheters, endoscopen), kleding, voedsel en planten (Fauré et al., 2002;
Gagneux et al., 2002; Warris & Verweij, 2005; Kojic & Darouiche, 2004, Curtis
et al., 2005; Smith & Kagan, 2005). In dit proefschrift wordt enkel water als
bron onderzocht. De aanwezigheid van fungi in water vormt vooral een
bedreiging voor risicopatiënten in het ziekenhuis (zie 1.2.2).
Een deel van de micro-organismen in een waterige omgeving bevindt
zich echter in een ‘leefbare, niet-kweekbare’ toestand (VBNC, zie 1.3). Dit is
voornamelijk het geval voor bacteriën, waarvan de opbrengst uit water m.b.v.
kweekmethoden in het algemeen vrij laag is (Catala et al., 1999; Kepner &
Pratt, 1994; Parthuisot et al., 2000). VFC is een techniek die het potentieel
heeft om zowel kweekbare als VBNC cellen te detecteren (Mignon-Godefroy
et al., 1997). Bijgevolg is voor bacteriën het totaal leefbaar kiemgetal in water
bepaald met VFC dikwijls substantieel hoger dan het koloniegetal (Reynolds &
Fricker, 1999; Wallner et al., 1997; Parthuisot et al., 2000). Bauters et al.
(2000a, 2003) hebben reeds aangetoond dat ook voor gisten, nl. C. albicans
en Cr. neoformans, met VFC hogere aantallen gedetecteerd worden dan met
de plaatmethode, weliswaar in klinische monsters als bloed, serum en
cerebrospinaal vocht. Het is relevant om na te gaan of ditzelfde geldt voor
gisten en vooral schimmelsporen in niet-klinische monsters als water.
6.2 VFC DETECTIE VAN SCHIMMELSPOREN EN GISTEN IN WATERS
De detectie van fungi is voornamelijk aangewezen in waters waarmee
risicopatiënten in contact komen, de zogenaamde ‘kritische waters’, zoals
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hospitaalwater, dialysaat en endoscoop spoelwater. In deze waters is de
bacteriële belading echter veel hoger dan het aantal aanwezige fungi. Het
VFC fungiprotocol, voorgesteld door Chemunex, bezit onvoldoende
selectiviteit voor de detectie van fungi in dergelijke kritische waters.
Interfererende bacteriën maken de microscopische validatie zeer
arbeidsintensief en bovendien is de differentiatie tussen kleine
schimmelsporen en bacteriën niet altijd even evident. Het is met het protocol
bijgevolg niet mogelijk om een accurate telling van het aantal sporen en gisten
in deze waters uit te voeren.
Volgens Chemunex (Chemunex document, 1999) bedraagt in natuurlijk
gecontamineerd water de interferentie van bacteriën in het fungiprotocol
0,27%. De selectiviteit van het protocol is gebaseerd op het gebruik van
membraanfilters met een poriëngrootte van 2,0µm en van een geschikte zwel-
en merkingsbuffer. Om een selectievere VFC procedure voor de detectie van
fungi in kritische waters te bekomen, worden verschillende strategieën
gevolgd:
1. Gebruik van andere groen-fluorescente, fungi-specifieke merkers.
2. Selectieve inactivatie van interfererende bacteriën.
3. Verbetering van de selectiviteit van het fungiprotocol.
4. Toepassing van een dubbele merking.
6.2.1 Andere groen-fluorescente merkers
In een eerste aanpak worden in plaats van het niet-specifiek
ChemChrome®V6 drie andere groen-fluorescente merkers, nl. FITC-dextraan
en twee FITC-geconjugeerde lectinen (ConA en WGA) getest voor de
selectieve detectie van fungi met VFC. De fluorescentie van gisten bekomen
na FITC-WGA en FITC-ConA merking is heel intens, terwijl die van
schimmelsporen zwak is. FITC-dextraan merkt enkel schimmelsporen, maar
ook hier is de fluorescentie niet-homogeen en zwak. Door deze zwakke
fluorescentie zijn een 100% detectie van de schimmelsporen en hun
discriminatie t.o.v. achtergrondpartikels niet mogelijk.
118 Deel II: Detectie van fungi
6.2.2 Selectieve inactivatie van interfererende bacteriën
Om bacteriën selectief te inactiveren wordt de membraanfilter
onderworpen aan een pre-incubatie op de zwelbuffer gesupplementeerd met
antimicrobiële stoffen. De leefbaarheidsmerking van de testbacterie E. coli
wordt hierdoor echter niet beïnvloed. Het gebruik van sommige antimicrobiële
stoffen (of mengsels) zoals gramicidine, maakt door een verhoogde
achtergrondfluorescentie de microscopische validatie van alle fluorescente
‘spots’ in de scanmap extra arbeidsintensief.
6.2.3 Verbetering van de selectiviteit van het fungiprotocol
De twee sleutelelementen die de selectiviteit van het fungiprotocol
bepalen zijn de membraanfilters met een poriëngrootte van 2,0µm, die
voornamelijk fungi weerhouden, en de merkingsbuffer ChemSol®B2, die de
leefbaarheidsmerking van bacteriën onderdrukt. De zwelbuffer ChemSol®A6
daarentegen blijkt de vermenigvuldiging van bacteriën te bevorderen tijdens
de pre-incubatie. Er wordt getracht om d.m.v een aantal modificaties de
interferentie van de bacteriën in het VFC fungiprotocol te verminderen.
Wassen van de membraanfilter met steriel water stimuleert het
doorstromen van de bacteriën doorheen de poriën van de membraanfilter en
zorgt bijgevolg voor een lichte daling van het aantal gedetecteerde bacteriën.
De groei van de testbacterie E. coli tijdens de pre-incubatie kan geremd
worden door aan de zwelbuffer het bacteriostatisch chloramfenicol, een
inhibitor van de proteïnesynthese, toe te voegen. Daarnaast worden ook de
omstandigheden van de pre-incubatie en de leefbaarheidsmerking gewijzigd.
Een langere incubatie op het leefbaarheidssubstraat bij een lagere
temperatuur (30°C i.p.v. 37°C) leidt tot een vermindering van het aantal
gedetecteerde bacteriën, als gevolg van een langere blootstelling aan de
ChemSol®B2 buffer, en een sterkere fluorescentie van de fungi. Bij een
langere incubatie op de zwelbuffer wordt een hoger aantal fungi gedetecteerd
en stijgt de fluorescentie-intensiteit. De drempelwaarde van de fluorescentie-
intensiteitsparameter in de ChemScan® software kan echter niet verhoogd
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worden omdat naast een verbeterde discriminatie van bacteriën ook de
zwakst gemerkte fungi geëlimineerd zouden worden.
6.2.4 Toepassing van de dubbele merking
Om tijdens de microscopische validatie een ondubbelzinnig onderscheid
te maken tussen bacteriën en kleine schimmelsporen, beide erg gelijkend wat
hun morfologie en grootte betreft, wordt de strategie van de dubbele merking
toegepast. Hierbij wordt de leefbaarheidsmerking gecombineerd met een
tweede, specifieke merker, nl. een TRITC-geconjugeerd ConA. De optimale
concentratie voor de merking met ConA is 10µg/ml, zoals ook beschreven
door Lourdes-Garcia et al. (2002). De rode fluorescentie van sommige
schimmelsporen is echter vrij zwak, maar een onderscheid met niet-gemerkte
bacteriën kan duidelijk worden gemaakt. In andere studies wordt echter wel
een binding beschreven tussen ConA en enkele bacteriën, nl. Lactobacillus
sp. (Annuk et al., 2001), Staphylococcus sp. (Davidson et al., 1982) en
Streptococcus sp. (Munoz et al., 1994). Het feit dat in deze studie bacteriën, in
tegenstelling tot fungi, niet voldoende intens gemerkt worden heeft wellicht te
maken met een kwantitatief verschil in affiniteit voor de lectinen. Fungi zijn
bijzonder geschikt voor een merking met lectinen omdat zij veel lectine
receptorplaatsen hebben in hun celwand (Robin et al., 1986). Voor fungi is
wellicht slechts een minimale hoeveelheid lectine nodig om na een korte
incubatie een duidelijk waarneembare fluorescentie te bekomen. Bacteriën
daarentegen worden door een lagere bindingsaffiniteit slechts zwak
fluorescent gemerkt en kunnen bijgevolg niet visueel onderscheiden worden
van de dof rode achtergrond van de polycarbonaatfilters.
6.2.5 Evaluatie van de definitieve VFC procedure
De selectiviteit van de definitieve VFC fungiprocedure is gebaseerd op
het gebruik van filters met een poriëngrootte van 2,0µm, de toevoeging van
chloramfenicol dat de groei van bacteriën tijdens de pre-incubatie remt, een
leefbaarheidsmerking bij 30°C en een verlengde pre-incubatie op
ChemSol®A6 (waardoor de fluorescentie-intensiteit van de fungi verhoogt), de
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verlengde blootstelling aan ChemSol®B2, dat de leefbaarheidsmerking van
bacteriën onderdrukt, en het gebruik van TRITC-ConA, dat door zijn hoge
affiniteit voor fungi een ondubbelzinnig onderscheid met bacteriën toelaat
tijdens de microscopische validatie. Deze definitieve VFC fungiprocedure is
geschikt voor de selectieve detectie van fungi in water.
6.3 GEMODIFICEERDE PLAATMETHODEN
Algemene media die worden gebruikt voor de bepaling van een totaal
koloniegetal zijn niet altijd optimaal voor de groei van fungi (Arvanitidou et al.,
2000). Analyse van een aantal gecontamineerde dialysaten toont dat een
plaatmethode, waarin een pre-incubatie op de zwelbuffer ChemSol®A6 (cfr.
het VFC fungiprotocol) wordt gecombineerd met een selectief medium voor
fungi, een hoger koloniegetal oplevert dan TGEA als zodanig. Dit kon echter
niet verder worden onderzocht op dialysaten omdat na een decontaminatie
van alle toestellen en leidingen geen fungi meer werden teruggevonden in de
monsters die nadien afgenomen werden. Bij een verdere evaluatie met
natuurlijk gecontamineerd water wordt echter geen gunstig effect meer gezien
van een pre-incubatie op het koloniegetal.
6.4 FUNGI IN DIALYSATEN, ZIEKENHUISWATERS EN ENDOSCOOP
SPOELWATERS
Analyse van hospitaalwaters uit de dialyse eenheid toont aan dat het
systeem voor waterbehandeling doeltreffend is tegen een contaminatie met
fungi. De ontwikkelde VFC procedure voor de telling van fungi in water is in
vergelijking met de plaatmethoden sneller en gevoeliger. Terwijl met VFC
resultaten bekomen worden na 8u, is een incubatie gedurende 7 dagen te kort
om op TGEA een koloniegetal voor fungi te bepalen. Bovendien worden ook
na een langere incubatie slechts weinig fungi gedetecteerd op TGEA in
vergelijking met selectieve media, wat waarschijnlijk het gevolg is van een
overgroei door bacteriën. De selectieve media laten, in tegenstelling tot
TGEA, al na 7 dagen de bepaling toe van een koloniegetal voor fungi in water,
dat nog slechts weinig toeneemt bij een langere incubatie. Deze media
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kunnen bij een langere incubatie wel overgroeid worden door snelgroeiende
schimmels. Het grootste aantal positieven wordt bekomen op SGA+.
Sommige isolaten van medisch belangrijke schimmels zoals A. fumigatus
kunnen hierop echter niet groeien (persoonlijke mededeling, J.-P. Gangneux).
De ontwikkelde VFC fungiprocedure kan worden gebruikt voor de
microbiologische controle van kritische waters zoals behandelde waters,
dialysaten en endoscoop spoelwaters. In dialysaat en endoscoop spoelwater
worden sporadisch fungi gevonden, wat aantoont dat de gebruikte
instrumenten op een goede manier worden onderhouden en gedesinfecteerd.
De aanwezigheid van de geïsoleerde schimmels Cladosporium
cladosporioides en Penicillium chrysogenum in dialysaat werd reeds eerder
beschreven door Klein et al. (1990). Uit andere studies in het laboratorium
blijkt echter de aanwezigheid van een substantieel aantal bacteriën in
sommige dialysaten en endoscoop spoelwaters bij analyse met VFC volgens
het bacterieprotocol (resultaten niet getoond). Daarvan wordt enkel een
minderheid (mediaan 2%, bereik 0-14) aangetoond met de TGEA
plaatmethode. Terwijl de discrepantie tussen de VFC en de plaatmethode
groot is voor bacteriën, lijkt die in deze studie minder uitgesproken voor fungi
(mediaan 25%; bereik 0-100).
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7. BESLUIT
Terwijl VFC in het vorige hoofdstuk werd toegepast voor de detectie van
fungi in klinische monsters, wordt de techniek hier gebruikt voor de analyse
van niet-klinische monsters zoals dialysaten, endoscoop spoelwaters en
waters uit de risicoafdelingen van het ziekenhuis. Dit zijn zogenaamde
kritische waters waarvan de microbiologische kwaliteit erg belangrijk is. Met
de VFC procedure worden niet alleen kweekbare, maar ook leefbare, niet-
kweekbare fungi (VBNC) gedetecteerd. Uit dit onderzoek blijkt immers dat
gemiddeld 75% van de leefbare fungi in water niet gedetecteerd wordt op
agarbodems. De kweekbaarheid van fungi is echter geen vereiste voor het
veroorzaken van niet-invasieve infecties zoals allergische reacties, aangezien
toxinen en allergenen ook in niet-kweekbare cellen aanwezig zijn (Godish,
2002; Prigione et al., 2004). In dit opzicht zou ook een snelle en gevoelige
VFC detectie van het totaal aantal (kweekbare, leefbare én dode) fungi
relevant kunnen zijn. Bovendien is het nog niet achterhaald of leefbare niet-
kweekbare fungi, wanneer zij zich in minder stresserende omstandigheden
bevinden, bv. in het lichaam van een patiënt, eventueel kunnen
geresusciteerd worden en invasieve infecties veroorzaken in risicopatiënten
(Liao et al., 1999). De aanwezigheid van leefbare niet-kweekbare fungi mag
bijgevolg niet onopgemerkt blijven.
Door zijn hogere gevoeligheid en snelheid in vergelijking met de
plaatmethoden en de mogelijkheid om VBNC cellen te detecteren, is VFC een
interessante techniek voor het onderzoek naar exogene transmissiewegen
van fungi via bv. lucht of water. Hoewel in dit proefschrift VFC enkel gebruikt
werd voor de analyse van water, is de toepassing ervan op lucht theoretisch
ook mogelijk. Dit zou rechtstreeks kunnen gebeuren via de analyse van
luchtmonsters m.b.v. geschikte ‘air samplers’, of onrechtstreeks via de
bepaling van de contaminatie van oppervlakken. Om een VFC analyse toe te
laten dient ofwel het monster gefiltreerd te kunnen worden over de 25mm
diameter membraanfilter ofwel moet een rechtstreekse afdruk van het monster
op de membraanfilter mogelijk zijn. Bovendien mogen de aanwezige partikels
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uit het monster een niet al te hoge achtergrondfluorescentie veroorzaken.
Deze voorwaarden maken dat de toepassing van VFC voor de detectie van
fungi in lucht niet evident is.
 De analyse van oppervlakken zou mogelijk zijn via een directe afdruk op
de membraanfilter of via monsternamen met swabs die geëxtraheerd worden
in een vloeistof, gevolgd door een filtratie van het extract. Een rechtstreekse
contactafdruk van een ‘droog’ oppervlak lijkt op het eerste gezicht niet
aangewezen wegens een niet-kwantitatieve opname van de aanwezige fungi
door de membraanfilter. Hier zouden wateroplosbare contactmedia een
oplossing kunnen bieden. Voor monsternamen d.m.v. swabs hebben
preliminaire experimenten aangetoond dat vezels, die los komen bij de
extractie van de swabs, voor een hoge achtergrondfluorescentie kunnen
zorgen. Een mogelijke oplossing voor dit probleem zou het gebruik van
wateroplosbare swabs zijn, die bovendien ook de volledige extractie van het
monster zouden verzekeren (Brailsford & Jones, 1999). De analyse van
oppervlakken zou echter bemoeilijkt kunnen worden door stof en fluorescente
partikels.
Bij de luchtmonstername m.b.v. ‘air samplers’, waarbij een grote
hoeveelheid lucht doorheen een membraan gezogen wordt, is het niet
mogelijk om gebruik te maken van 25mm diameter membraanfilters. Opnieuw
zouden wateroplosbare membranen perspectieven kunnen bieden (Brailsford
& Jones, 1999). Ook hier zou rekening gehouden moeten worden met de
interferentie van partikels uit de lucht.
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DEEL III
STUDIE VAN DE LEEFBAARHEID VAN GISTEN
MET BEHULP VAN VASTE FASE CYTOMETRIE
HOOFDSTUK 6: EVALUATIE VAN FLUORESCENTE PROBES
1. ACHTERGROND EN PROBLEEMSTELLING
1.1 DE CELLULAIRE FYSIOLOGIE VAN FUNGI MET BETREKKING TOT HUN
LEVEN-DOOD STATUS
De leefbaarheid van fungi wordt traditioneel gedefinieerd in termen van
hun vermogen tot celdeling, aangetoond door kolonievorming op een
agarbodem of turbiditeit in een bouillon (Tabel 6.1) (Onadipe, 2001). Omdat
het afsterven van cellen echter in verschillende stadia gebeurt (Tabel 6.1), is
een strikte scheiding tussen de begrippen ‘leven’ en ‘dood’ op basis van de
aan- of afwezigheid van groei ongenuanceerd (Kell et al., 1998). De leven-
dood status van cellen wordt door verschillende ‘fysiologische toestanden’
gekenmerkt, die elkaar gradueel opvolgen in het proces van celdood. Eerst is
er een verlies van de kweekbaarheid (vermogen tot celdeling), gevolgd door
een vermindering en uiteindelijk verlies van de metabole activiteit. Daarna
zullen ook de membraanintegriteit en de membraanpotentiaal verstoord raken
en zullen de nucleïnezuren afgebroken worden (Joux & Lebaron, 2000).
Voor kweekbaarheid zijn een metabole activiteit en een intact
cytoplasmatisch membraan (membraanintegriteit) twee noodzakelijke
voorwaarden (zie Tabel 6.1). Wanneer cellen met actieve enzymen en een
intact membraan niet meer in staat zijn zich te vermenigvuldigen, worden zij
als ‘leefbaar, maar niet kweekbaar’ beschouwd (VBNC) (Nebe-v. Caron et al.,
1998; Van Zandycke et al., 2003). De biosynthese van de enzymen vereist
energie, maar de hydrolytische enzymactiviteit zelf niet. Zolang het membraan
intact blijft en de enzymen bijgevolg niet weglekken, kunnen substraten
gesplitst worden (bv. hydrolyse van esters door esterasen) (Nebe-v. Caron et
al., 1998).
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Tabel 6.1: Leven-dood status van micro-organismen met bijhorende testcriteria en
detectiemethoden (naar Nebe-v. Caron et al., 1998)
Groeiende cellen
Metabool actieve cellen (VBNC)
Fysiologische
toestand
Intacte cellen
Dode cellen
Testcriteria Celdeling Metabole activiteit Membraanintegriteit Membraan-
permeabiliteit
Detectie-
methode
- Telling van kolonies
op een agarbodem
- Turbiditeit in een
vloeibaar medium
- Energieafhankelijk
Membraanpotentiaal:
uitsluiten van anionische
merkers
- Energieonafhankelijk
Hydrolytische
enzymactiviteit: bv.
esterase-activiteit
Selectieve membraan
permeabiliteit: geen
opname van
membraan-
impermeante merker
door intact membraan
Opname van
membraan-
impermeante en
anionische
merkers
Een cel met een intact cytoplasmatisch membraan bezit een
elektrochemische potentiaal, doordat de buitenzijde van het membraan
positief en de binnenzijde ervan negatief geladen is (Joux & Lebaron, 2000).
Bij een gedepolariseerd membraan is deze situatie omgekeerd. Deze
potentiaal, opgebouwd door een via ATP hydrolyse gegenereerde protonen-
gradiënt, is o.a. nodig voor het transport van nutriënten en beïnvloedt de
diffusie van ionen doorheen het celmembraan. Micro-organismen die geen
intact membraan bezitten zijn niet in staat om de potentiaal ervan in stand te
houden (Nebe-v. Caron et al., 1998). Een intact cytoplasmatisch membraan
beschermt de celinhoud en regelt het transport van nutriënten. Verlies van de
membraanintegriteit is daarom een indicator voor celschade of celdood (Joux
& Lebaron, 2000; Haugland, 2003). Irreversibele schade aan het genetisch
materiaal ontregelt diverse cellulaire processen met celdood tot gevolg.
Nucleïnezuren kunnen worden aangetoond in leefbare, kweekbare en
stervende cellen.
Om de verschillende stadia in het afstervingsproces van een cel te
bestuderen is een subtiele evaluatie van de cellulaire fysiologie nodig, wat met
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kweekmethoden onmogelijk is (Joux & Lebaron, 2000; Kell et al., 1998;
Brehm-Stecher et al., 2004).
1.2 FLUORESCENTE PROBES
Een fluorescente probe die een cellulaire component of activiteit als
aangrijpingspunt heeft en daarbij informatie over de leven-dood status van de
cel verschaft, wordt een ‘fysiologische probe’ genoemd (Joux & Lebaron,
2000; Kell et al., 1998). Fysiologische probes laten toe om zowel energie-
afhankelijke als energieonafhankelijke eigenschappen van de cel aan te
tonen, zoals de pompactiviteit, de enzymatische activiteit, de membraan-
integriteit en -potentiaal (Nebe-v. Caron et al., 1998; Joux & Lebaron, 2000)
(Tabel 6.1, Fig. 6.1).
Naast de fysiologische probes, waartoe enzymsubstraten (bv.
ChemChrome®V6), membraanpotentiaal probes (bv. DiBAC4(3)) en
Fig. 6.1: Overzicht van de voornaamste fysiologische (in het rood) en taxonomische (in het blauw) probes.
Voor de fysiologische probes worden de aangrijpingspunten onderstreept weergegeven, de categorie van
de probes in het grijs en voorbeelden van probes tussen haakjes (naar Joux & Lebaron, 2000).
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nucleïnezuur probes (bv. SYTO, SYBR Green I, SYTOX, YOYO-1) behoren,
zijn er ook zogenaamde taxonomische probes, zoals fluorescent gemerkte
(bv. met FITC) antilichamen en oligonucleotiden, die enkel welbepaalde
species merken. Het principe en het mechanisme van de merking met
fluorescente probes (behalve de FITC-gemerkte oligonucleotiden) worden
verder besproken (zie 4.2).
1.3 TOEPASSING VAN FLUORESCENTE PROBES IN VFC
Diverse fluorescente fysiologische en taxonomische probes werden
reeds frequent toegepast op bacteriën (Joux & Lebaron, 2000), maar eerder
sporadisch op fungi. In VFC werden, naast het standaard gebruikte
ChemChrome®V6, slechts een beperkt aantal groen-fluorescente merkers, nl.
substraten voor glycosidasen (Van Poucke and Nelis, 2000), FITC-
antilichamen (Pougnard et al., 2002; Aurell et al., 2004), Picogreen (Ribault et
al., 2004), SYBR Green I (Broadeway et al., 2003) en oligonucleotide probes
(Lepeuple et al., 2003; Baudart et al., 2002), met succes toegepast voor de
detectie van bacteriën. Wat de fungi betreft werden in VFC tot nog toe enkel
het ChemChrome®V6 en FITC-antilichamen gebruikt voor het fluorescent
merken van C. albicans en Cr. neoformans (Bauters et al., 2002; Bauters et
al., 2003). Verschillende fluorescente probes (fluoresceïne diacetaat (FDA),
ethidiumbromide (ETBr), propidiumjodide (PI), DiBAC4(3), DiOC5, FUN-1 en
acridine oranje) werden echter wel al op fungi toegepast in combinatie met
epifluorescentiemicroscopie of flow cytometrie, om de leefbaarheid van gisten
te monitoren tijdens fermentatieprocessen (Attfield et al., 2000; Boyd et al.,
2003; Deere et al., 1998; Van Zandycke et al., 2003), om interacties te
bestuderen tussen gistcellen en antimycotica (Bernhardt et al., 2003; Liao et
al., 1999; Liao et al., 2003; Pfaller et al., 2004; Deere et al., 1995) en in
susceptibiliteitstesten (zie Hoofdstuk 7, 1.1).
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2. DOELSTELLING
Deel II (Hoofdstuk 4 en 5) van dit proefschrift beschrijft de toepassing
van de ChemChrome®V6 merking voor de VFC detectie van fungi in klinische
monsters en water. In dit hoofdstuk worden naast ChemChrome®V6 vijf
andere fysiologische probes en één taxonomische probe geëvalueerd voor de
fluorescente merking van levende en dode cellen van Candida spp. en wordt
hun bruikbaarheid in VFC nagegaan. In tegenstelling tot de kweekmethoden
verschaffen fluorescente probes met verschillende aangrijpingspunten een
meer verfijnd inzicht in de fysiologische toestand, meer bepaald de leven-
dood status, van de cellen.
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3. MATERIALEN EN METHODEN
3.1 MATERIALEN
3.1.1 Membraanfilters en schijfjes
Alle buffers, oplossingen, reagentia en media worden gefiltreerd vóór
gebruik om partikels en eventueel aanwezige micro-organismen te
verwijderen. Kleine volumes worden m.b.v. een spuit gefiltreerd over filters
met een poriëngrootte van 0,22µm (FP 30/02 CA-S) (Schleicher & Schuell,
Dassel, Duitsland). Grote volumes worden gefiltreerd met filtreereenheden
(Corning® 430767), die een filter bevatten met een poriëngrootte van 0,22µm.
Voor filtratie van de fluorochroomoplossingen worden 2 soorten 13mm
diameter filters gebruikt: Spartan filters (Schleicher & Schuell) en Acrodisc®
PVDF filters (Gelman Sciences) (poriëngrootte respectievelijk 0,45 en 0,2µm).
Voor VFC worden celsuspensies gefiltreerd over 25mm diameter zwarte
CycloblackTM-gecoate polyesterfilters met een poriëngrootte van 2,0µm. Voor
de kweekmethode worden celsuspensies gefiltreerd over witte gemengde
cellulose-acetaatfilters (0,45µm poriëngrootte, 47mm diameter, Millipore).
Er wordt gebruik gemaakt van 3 verschillende 25mm diameter
absorberende schijfjes (zie Hoofdstuk 4, 3.1.1).
De incubatie van de membraanfilters in de procedures voor fluorescente
merking gebeurt in petrischaaltjes, waarin een vochtige atmosfeer gecreëerd
wordt door glasvezelschijfjes, die verzadigd zijn met gefiltreerd MilliQ water,
aan het deksel te bevestigen.
3.1.2 Groeimedia
De gebruikte groeimedia zijn SGA en SGB.
3.1.3 Buffers en reagentia
De volgende buffers worden gebruikt voor de bereiding van de
oplossingen van fluorochromen:
-ChemSol®B2.
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-TSE: 10 mM Tris-HCl, 1 mM Na2EDTA, 50 mM NaCl; pH 7,4.
-TBE: 10 mM Tris-HCl, 9 mM boorzuur en 0,1 mM Na2EDTA; pH 7,7.
-TBS: 10 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl; pH 7,4 .
-TS: 5 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl; pH 7,6.
-TE: 5 mM Tris-HCl, 5 mM Na2EDTA, 50 mM NaCl; pH 7,6.
-TBS-BSA-NRS: 50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl; pH 7,6 met 3% BSA en 5%
NRS.
Alle buffers worden bewaard bij 4-8°C. Daarnaast wordt ook gebruik
gemaakt van FW en DMSO als oplosmiddel en van ChemSol®A6 als
zwelbuffer. Om een doving van de fluorescentie tegen te gaan wordt Citifluor®
AF3 gebruikt.
Het antimycoticum amfotericine B (AMB) (Sigma-Aldrich) is beschikbaar
als poeder en wordt bewaard bij 4-8°C in het donker. De stockoplossing van
3200µg/ml in DMSO wordt bewaard bij -20°C.
3.1.4 Fluorescente probes
Voor de leefbaarheidsmerking van Candida spp. cellen op basis van
ChemChrome®V6 worden dezelfde reagentia, zoals beschreven in Hoofdstuk
5 (3.1.4; V6f), gebruikt.
SYTO (nr. 9, 11, 13, 16, 18, 21, 23 en 24; zie 4.2.3) wordt 1:250 en
1:125 verdund in TSE, TBE en FW. SYBR Green I wordt 1:100, 1:125 en
1:250 verdund in TBE en FW. SYTOX wordt 1:100 en 1:200 verdund in TBS
en FW. YOYO-1 wordt 1:500 en 1:250 verdund in de TBE, TBS en FW. Voor
DiBAC4(3) wordt een stockoplossing (50mg/ml) bereid in DMSO. DiBAC4(3)
wordt in een finale concentratie van 15µg/ml in TS, TE en FW getest.
Bovenstaande fluorochromen zijn alle afkomstig van Molecular Probes
(Leiden, Nederland). FITC-gemerkte anti-Candida albicans antilichamen
(FITC-AL) (Biogenesis, Poole, Dorset, VK) worden 1:25 en 1:100 verdund in
TBS-BSA-NRS.
SYTO, SYBR Green I, SYTOX, YOYO-1, DiBAC4(3) en FITC-AL worden
onverdund bewaard bij -20°C. De fluorochroomoplossingen worden dagelijks
vers bereid en bewaard bij 4-8°C, afgeschermd van licht.
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3.2 STAMMEN
Zes Candida spp. stammen (met codenummer) zijn afkomstig van de
BCCM: C. parapsilosis (CP) (IHEM 9557), C. glabrata (CG) (MUCL 27865), C.
albicans (CA) (IHEM 9559, 10284, 30114, 30112). De stammen worden
overnacht in SGB gekweekt bij 37°C. De bekomen celsuspensie wordt
verdund met FW tot een finale concentratie van ongeveer 100 cellen per ml of
2x103 cellen per ml. Ter controle wordt deze verdunde celsuspensie uitgeplaat
(controleplaat, zie 3.4.3).
3.3 DETECTIEAPPARATUUR
Voor de detectie van fluorescent gemerkte dode en levende Candida
spp. cellen wordt de ChemScan®C gebruikt (zie Hoofdstuk 3).
3.4 PROCEDURES
3.4.1 Afdoding van cellen
Op de filter weerhouden cellen van Candida spp. worden afgedood door
een hittebehandeling. Daartoe wordt na filtratie van 1ml celsuspensie (100
cellen/ml) de filter op een droog celluloseschijfje in een petrischaal gelegd en
gedurende 10min bij 80°C geïncubeerd.
Om mengsels van levende en afgedode cellen te maken wordt eerst
100ml van de celsuspensie (100 cellen/ml) gedurende 2u aan een
temperatuur van 65°C in een schuddend waterbad blootgesteld, zoals
beschreven door Van Zandycke et al. (2003), waardoor een suspensie van
dode maar niet gedesintegreerde cellen wordt verkregen. Vervolgens wordt
deze suspensie in verschillende verhoudingen gemengd met een suspensie
van levende cellen om suspensies met 25%, 50% en 75% levende cellen te
verkrijgen. In beide afdodingsprocedures wordt de celdood bevestigd door de
celsuspensies uit te platen op SGA en een leefbaarheidsmerking uit te
voeren, zoals verder beschreven (zie 3.4.2.2).
Om antimycotica op Candida spp. cellen te laten inwerken, worden
celsuspenies van 2x103 cellen/ml FW 1:1 gemengd met amfotericine B
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(Sigma-Aldrich) (AMB) oplossingen van 0,12/0,5/2 en 8µg/ml FW, teneinde
oplossingen te bekomen met AMB concentraties van respectievelijk 0,06/
0,25/1 en 4µg/ml. Deze mengsels worden geïncubeerd bij 37°C gedurende
2u. Na de incubatie worden de suspensies in FW verdund tot een concentratie
van ongeveer 100 cellen per ml.
3.4.2 Procedures voor fluorescente merking
3.4.2.1 Algemene procedure
Van de celsuspensie wordt 1ml (±100 cellen) onder vacuüm gefiltreerd
over een Cycloblack™ membraanfilter. De weerhouden cellen worden
vervolgens fluorescent gemerkt met de verschillende probes, zoals verder
beschreven. Na de merking wordt de filter op een bevochtigd HAPB schijfje in
een metalen houder gelegd en gescand (ChemScan®) met een aangepaste
scanapplicatie.
3.4.2.2 Leefbaarheidsmerking
De leefbaarheidsmerking wordt uitgevoerd zoals beschreven in
Hoofdstuk 5, 3.5.2, echter zonder zwelstap. De leefbare Candida spp. cellen
worden gedetecteerd met behulp van de applicatie ‘fungi.app’.
3.4.2.3 SYTO
SYTO merkers worden 1:250 (voor CA) of 1:125 (voor CG en CP) in TE
buffer verdund. Van deze oplossingen wordt 50µl in het deksel van een
omgekeerde petrischaal gebracht en daar bovenop wordt de membraanfilter
gelegd. Vervolgens wordt de membraanfilter bedekt met 150µl van dezelfde
oplossing. De petrischaal wordt in aluminiumfolie gewikkeld ter afscherming
van het licht en geïncubeerd gedurende 15min bij KT (CA) of 20min bij 37°C
(CG en CP). De membraanfilter wordt vervolgens op de filtreerbrug gelegd om
de merkeroplossing te verwijderen. Finaal wordt de membraanfilter op een
met Citifluor® bevochtigd HAPB schijfje in de metalen houder gelegd en
gescand volgens de ‘candidasyto.app’ applicatie.
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3.4.2.4 SYTOX
SYTOX wordt 1:200 verdund in FW. Van deze verdunning wordt 50µl in
het deksel van een omgekeerd petrischaaltje gebracht. Hierop wordt de
membraanfilter met de weerhouden cellen gelegd die vervolgens met 100 tot
150µl van dezelfde SYTOX verdunning bedekt wordt. Het petrischaaltje wordt
in aluminiumfolie gewikkeld en gedurende 30min bij KT geïncubeerd. Na
incubatie wordt de membraanfilter op een met FW bevochtigd HAPB schijfje in
de metalen houder gelegd en geanalyseerd met de ‘candidasytox.app’
applicatie.
3.4.2.5 YOYO-1
YOYO-1 wordt 1:250 verdund in TE buffer. De membraanfilter wordt op
50µl van deze verdunning in het deksel van een omgekeerde petrischaal
gelegd en bedekt met 150µl van dezelfde verdunning. Het petrischaaltje wordt
met aluminiumfolie omwikkeld en gedurende 15min bij KT geïncubeerd. Het
HAPB schijfje op de metalen houder wordt bevochtigd met 100µl Citifluor®. De
‘candidayoyo.app’ wordt geselecteerd voor de ChemScan® analyse.
3.4.2.6 DiBAC4(3)
DiBAC4(3) wordt verdund in TS buffer tot een finale concentratie van
15µg/ml (voor CA en CP) en 30µg/ml (voor CG). Dezelfde merkings-
procedure, zoals beschreven voor de merking met YOYO-1, wordt gebruikt
(3.4.2.5). De applicatie ‘candidadibac.app’ wordt ingesteld voor de scan.
3.4.2.7 SYBR Green I
SYBR Green I wordt 1:250 verdund in TE buffer. Hetzelfde
merkingsprotocol, zoals beschreven voor de merking met YOYO-1, wordt
gevolgd (3.4.2.5). De ‘candidasybrg.app’ wordt geselecteerd voor de
ChemScan® analyse.
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3.4.2.8 FITC-gemerkte antilichamen (FITC-AL)
FITC-AL worden 1:25 verdund in TBS-BSA-NRS buffer. Van deze
verdunning wordt 100µl in het deksel van een omgekeerde petrischaal
gebracht. De membraanfilter wordt bovenop de vloeistof gelegd, geïncubeerd
gedurende 30min bij 30°C en geanalyseerd met de ChemScan® en de
‘fungi.app’.
3.4.3 Kweekmethoden
In parallel met de fluorescente merkingen wordt 1ml (±100 cellen) van de
celsuspensie uitgeplaat op SGA volgens de plaatgietmethode, gevolgd door
een incubatie van 48u bij 37°C. Elke gedetecteerde kolonie wordt daarbij
verondersteld afkomstig te zijn van één kweekbare cel. De uitplating van de
oorspronkelijk gebruikte celsuspensies (zie 3.2) wordt de ‘controleplaat’
genoemd. Voor cellen blootgesteld aan AMB, wordt 1ml van de celsuspensie
gefiltreerd over een cellulose-acetaatfilter, die geïncubeerd wordt op SGA
gedurende 5 dagen bij 25°C.
3.4.4 Weergave van de resultaten
Elk resultaat is het gemiddelde van een bepaling in drievoud. Het
koloniegetal is het (gemiddeld) aantal kolonies gedetecteerd op de plaat. De
controleplaat levert het controlekoloniegetal op, waaruit het theoretisch aantal
cellen op de membraanfilter afgeleid wordt. Het (gemiddeld) absoluut aantal
cellen, gedetecteerd m.b.v. VFC na merking met een fluorochroom, wordt het
VFC celgetal genoemd. Er wordt, afhankelijk van het gebruikte fluorochroom,
een celgetal van levende cellen, dode cellen of beide bekomen, wat verderop
respectievelijk het ‘levend’, ‘dood’ of ‘totaal VFC celgetal’ genoemd wordt. De
resultaten worden weergegeven als relatieve (%) VFC celgetallen of
koloniegetallen, gebaseerd op de verhouding van respectievelijk de (absolute)
VFC celgetallen en de koloniegetallen ten opzichte van het controle-
koloniegetal, met bijhorende standaarddeviatie (SD).
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3.4.5 Statistische analyse
Om verschillen tussen de absolute VFC celgetallen en de koloniegetallen
statistisch te evalueren, worden ‘Independent Samples T-testen’ (tweezijdig)
gebruikt. Bij de mengsels van levende en afgedode cellen (25, 50, 75 en
100% levend) worden de verschillen tussen de relatieve koloniegetallen of
VFC celgetallen en de vaste waarden 25, 50, 75 en 100 op significantie getest
met een ‘One-Sample T-Test’ (tweezijdig). Enkel wanneer een significant
verschil wordt teruggevonden, wordt dit vermeld.
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4. PRINCIPES
4.1 VFC VOOR DE BEPALING VAN DE LEVEN-DOOD STATUS
De merking van Candida spp. cellen met 7 fluorescente probes (zie 4.2)
wordt uitgevoerd volgens verschillende procedures. De efficiëntie van elke
procedure voor de VFC detectie van levende/dode cellen wordt daarbij
beoordeeld op basis van drie criteria: hoge fluorescentie-intensiteit, weinig
achtergrondfluorescentie en een maximaal aantal gedetecteerde cellen. Dit
laatste wordt gedefinieerd als het hoogste VFC celgetal t.o.v. het controle-
koloniegetal.
Het potentieel van VFC in combinatie met de fluorescente probes wordt
geëvalueerd voor de telling van levende en dode cellen in mengsels en voor
het aantonen van verschillende stadia in het proces van celdood. Hiervoor
worden cellen van verse culturen met hitte-afgedode cellen gemengd of in
contact gebracht met verschillende concentraties aan amfotericine B.
4.2 KEUZE VAN DE FLUORESCENTE PROBES
Het gebruik van verschillende fluorochromen in VFC is gelimiteerd door
de noodzakelijke excitatie bij een golflengte van 488nm en een emissie bij
500-530nm. Zeven geselecteerde fluorescente probes die aan deze
voorwaarden voldoen worden in deze studie geëvalueerd op hun
toepasbaarheid in VFC. Op basis van de gekende mechanismen van de
fluorescente merkingsreacties kunnen deze fluorochromen worden ingedeeld
in drie categorieën, nl. probes die respectievelijk levende (zie 4.2.1;
ChemChrome®V6), dode (zie 4.2.2; SYTOX, YOYO-1, DiBAC4(3)) of
levende+dode (zie 4.2.3; SYBR Green I, SYTO, FITC-AL) cellen merken.
4.2.1 Merking van levende cellen
ChemChrome®V6 is een oplossing van carboxyfluoresceïne diacetaat
(CFDA). Het is een lipofiel, ongeladen en niet-fluorigeen substraat voor
esterasen. Van zodra de molecule via passieve diffusie doorheen het
cytoplasmatisch membraan de cel is binnengedrongen, worden de
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esterbindingen gebroken en wordt een fluorescent product (carboxy-
fluoresceïne) verkregen (Fig. 6.2). Het carboxyfluoresceïne is exciteerbaar bij
een golflengte van 488nm en het emissiemaximum ervan is 520nm.
carboxyfluoresceïne diacetaat carboxyfluoresceïne
Fig. 6.2: Splitsing van ChemChrome®V6 (naar Haugland, 2003)
ChemChrome® V6 wordt gebruikt voor de detectie van esterase-actieve
(en dus metabool actieve) cellen met een intact cytoplasmatisch membraan
(Nebe-v. Caron et al., 1998). Een intact membraan is immers nodig om het
fluorescent eindproduct in de cel te houden. Verder wordt dit eindproduct in de
cel vastgehouden dankzij de negatieve ladingen van de carboxylgroepen en
het gebruik van de hypertone ChemSol®B2 buffer, die het passief naar buiten
lekken van het fluorescent eindproduct tegengaan (Joux & Lebaron, 2000).
Bovendien wordt het actief naar buiten pompen van het eindproduct
verhinderd door toevoeging van een ontkoppelaar van de electronen-
transportketen aan de ChemSol®B2 buffer.
Bij stervende of dode cellen is het membraan beschadigd, waardoor de
eventueel gevormde fluorescente producten grotendeels weglekken. Soms
zijn zij toch nog zwak groen-fluorescent, zodat het aantal gedetecteerde
levende cellen overschat wordt. Daarom wordt een ‘tegenkleuring’ met CSE/5
uitgevoerd. Deze merker is membraanimpermeant en zal enkel stervende of
dode cellen kleuren waarvan het membraan beschadigd is, evenals partikels.
De absorptiegolflengte van CSE/5 komt ongeveer overeen met de
emissiegolflengte van het ChemChrome®V6. Het groen fluorescentielicht, dat
dode cellen en partikels eventueel nog uitzenden, wordt op deze manier
geabsorbeerd, met een uitdoving tot gevolg (Catala et al., 1999).
esterasen
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4.2.2 Merking van dode cellen
De merking van dode cellen kan met behulp van de membraan-
impermeante probes SYTOX, YOYO-1 of DiBAC4(3) gebeuren. SYTOX en
YOYO-1 kunnen enkel binden op nucleïnezuren van (dode) cellen waarvan
het membraan beschadigd is. Zij worden bijgevolg gebruikt als indicatoren van
de membraanintegriteit (Fig. 6.1). Cellen waarbij de beschadiging van het
membraan zeer ver gevorderd is en de nucleïnezuren verloren gegaan zijn,
kunnen echter niet met deze probes gemerkt worden (Haugland, 2003). Het
excitatiemaximum van SYTOX is 504nm, het emissiemaximum 523nm
(Haugland, 2003). YOYO-1 (Fig. 6.3) is een kationische verbinding met een
excitatie- en emissiemaximum van respectievelijk 491 en 509nm (Haugland,
2003).
N CH
N
O
CH3
4 I
CH N(CH2)3 N (CH2)3
CH3
N (CH2)3
CH3
CH3CH3O
N
CH3
DiBAC4(3) [bis-(1,3-dibutylbarbituurzuur) trimethine oxonol] is een
anionische, lipofiele component die bindt aan lipiderijke celcomponenten
(Nebe-v. Caron et al., 1998; Van Zandycke et al., 2003) (Fig. 6.4). DiBAC4(3)
kan niet worden opgenomen door micro-organismen met een gepolariseerd
cytoplasmatisch membraan (Mason et al., 1995). Bij verlies van de
membraanpotentiaal wordt het fluorochroom in de cel opgestapeld. Door
accumulatie van negatief geladen merkermoleculen in de cel wordt de
membraanpotentiaal nog sterker gereduceerd en wordt de opname van
DiBAC4(3) bevorderd (Joux & Lebaron, 2000). DiBAC4(3) kan gebruikt worden
voor de detectie van niet-leefbare cellen (Boyd et al., 2003). Het
absorptiemaximum ligt bij 492nm en het emissiemaximum bij 515nm
(Haugland, 2003).
Fig. 6.4: DiBAC4(3) (uit Haugland,
2003).
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Fig. 6.3: YOYO-1
(uit Haugland, 2003).
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4.2.3 Merking van levende én dode cellen
Met SYTO, SYBR Green I of FITC-AL kunnen alle (levende+dode) cellen
fluorescent gemerkt worden. SYTO en SYBR Green I zijn membraan-
permeante merkers en binden op nucleïnezuren van zowel levende als dode
cellen na passieve diffusie doorheen het membraan (Fig. 6.1). Van SYTO
bestaat een groot aantal varianten, aangeduid met een nummer, die onderling
verschillen in een aantal eigenschappen zoals membraanpermeantie en
excitatie- en emissiespectra. Voor de verschillende merkers liggen de
excitatie- en emissiemaxima in het bereik van respectievelijk 485-521nm en
498-556nm. De meeste SYTO merkers dragen een positieve lading bij
neutrale pH (Haugland, 2003). SYBR Green I bindt enkel op DNA (en niet
RNA) (Fig. 8.1) en heeft een excitatie- en emissiemaximum van respectievelijk
487 en 520nm (Haugland, 2003).
Om de detectie van C. albicans cellen met fluorescente FITC-AL
mogelijk te maken, zijn intacte antigenen aan het oppervlak vereist. FITC (Fig.
6.5) gekoppeld aan AL heeft een excitatiemaximum van 488nm en een
emissiemaximum van 530nm (Haugland, 2003).
4.3 KWEEKMETHODEN
Het koloniegetal wordt bepaald volgens de standaard plaatgietmethode.
Enkel voor cellen blootgesteld aan AMB wordt een plaatmethode met
membraanfiltratie gebruikt, teneinde een overdracht van AMB, bekend om zijn
lang post-antimycotisch effect, naar de plaat toe te minimaliseren (Pfaller et
al., 2004). Daarnaast worden een verlengde incubatie (5 dagen) en een
verlaagde incubatietemperatuur (25°C) gebruikt omdat volgens Liao et al.
(2003) daardoor de groei van een aantal celpopulaties, die blootgesteld zijn
aan AMB, gestimuleerd wordt.
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Fig. 6.5: Fluoresceïne 5-isothiocyanaat (FITC)
(uit Haugland, 2003).
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5. RESULTATEN
5.1 TOEPASBAARHEID VAN FLUORESCENTE MERKERS IN VFC
Voor elk fluorochroom is een merkingsprocedure met aangepaste
omstandigheden nodig: de aard van de buffer, de concentratie van het
fluorochroom, de incubatietijd en -temperatuur, de manier van aanbrengen
van de fluorochroomoplossing (onder/boven de membraanfilter) en de aard
van de vloeistof voor de bevochtiging van het HAPB schijfje. De finale
procedure dient een resultaat te geven dat aan de drie basiscriteria (zie 4.1)
voldoet. Van de geteste SYTO merkers zijn enkel SYTO9 en SYTO11
bruikbaar, aangezien alle andere resulteren in een te hoge achtergrond-
fluorescentie en/of een te lage fluorescentie-intensiteit in het golflengtegebied
tussen 500 en 530nm. Er wordt niet verder gestreefd naar een doorgedreven
optimalisatie van de verschillende procedures. De parameterinstellingen van
de fungi scanapplicatie (fungi.app) dienen wel te worden gewijzigd i.f.v. de
verschillende fluorochromen (Tabel 6.2, vergelijk met Tabel 3.1).
Tabel 6.2: Overzicht van de gewijzigde parameters voor de scanapplicatie per fluorochroom,
opgesteld voor de detectie van C. albicans.
Parameters
Scanapplicatie Area ratio (min-max) Min peak value
Fungi.app 0 - 1,2 250
Candidasyto.app 0 - 1,5 500
Candidasytox.app 0 - 1,5 1000
Candidadibac.app 0 - 1,5 1500
Candidayoyo.app 0 - 1,5 1250
Candidasybrg.app 0,6 - 1,2 1500
5.2 DIFFERENTIATIE VAN LEVENDE EN DODE CELLEN
De verschillende fluorescente probes die levende (A), dode (B) of
levende + dode (C) cellen merken, worden toegepast op cellen uit verse
culturen en afgedode cellen van C. albicans (n=4), C. parapsilosis (n=1) en C.
glabrata (n=1). De bekomen relatieve VFC celgetallen (zie 3.3.4) worden
weergegeven in Tabel 6.3 (CA) en Tabel 6.4 (CP en CG).
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* p<0.05, significant verschil tussen het absoluut VFC celgetal en het controlekoloniegetal;
astatistische analyse is niet van toepassing; NP test niet uitgevoerd
* p<0.05, significant verschil tussen het absoluut VFC celgetal en het controlekoloniegetal;
astatistische analyse is niet van toepassing; NP test niet uitgevoerd; ‡ gebruik van een andere
procedure dan voor C. albicans (zie 3.4.2).
In verse culturen, die theoretisch enkel levende cellen bevatten, zijn de
VFC celgetallen bekomen na ChemChrome®V6, SYTO9, SYTO11 en FITC-AL
merking vergelijkbaar met de koloniegetallen. Met SYBR Green I worden
echter significant lagere aantallen cellen gedetecteerd. De merkers SYTOX en
DiBAC4(3), die behoren tot categorie B, detecteren in de verse culturen een
kleine fractie (<10%) van verondersteld dode cellen, terwijl YOYO-1 daarvan
abnormaal hoge percentages lijkt aan te tonen. Bij microscopische inspectie
blijken deze YOYO-1 gemerkte cellen echter niet-homogeen en zwak
fluorescent te zijn. Van de hitte-afgedode cellen wordt geen enkele
Relatieve (%) VFC celgetallen (SD) voor CA (n=3)
CA1 CA2 CA3 CA4
Fluoro-
chroom VC LB VC LB VC LB VC LB
A
.
V6 105(12) 0(0) a 108(18) 0(0) a 107(6) 0(0) a 103(5) 0(0) a
B
.
SYTOX 5(1)a 93(12) 7(2) a 117(19) 5(1) a 102(5) 7(2) a 109(16)
DiBAC4(3) 4(0,8)a 92(11) 7(1) a 94(13) 9(2) a 98(3) 7(1) a 111(9)
YOYO-1 28(4) a 89(10) 5(1) a 98(14) 3(1) a 80(3)* 12(0.7)
a
90(15)
C
.
SYTO9 118(13) 116(13) 121(21) 117(17) 125(10)* 117(6)* 105(4) 101(7)
SYTO11 96(12) 73(17) 117(22) 98(33) NP NP NP NP
SYBR Gr I 82(10)* 22(10)* 108(17) 58(11)* 91(15) 4(2)* 90(5)* 12(2)*
FITC-AL 111(14) 102(11) 96(13) 91(14) 106(11) NP 99(7) NP
Relatieve (%) VFC celgetallen (SD) voor CP en CG (n=3)
                CP               CG
Fluorochroom VC LB VC LB
A V6 104 (8) 0 (0) a 110 (7) 0 (0) a
B SYTOX 4 (3) a 106 (10) 5 (1) a 96 (8)
DiBAC4(3
)
5 (4) a 106 (10) 1 (1) a 101 (2)‡
C SYTO9 112 (14) ‡ 98 (9) ‡ 108 (5) ‡ 97 (4)‡
Tabel 6.3: Relatieve VFC celgetallen voor C. albicans (CA) (VC, verse cultuur; LB, na letale
behandeling), bekomen na merking met verschillende fluorochromen (A, merkers voor levende cellen; B,
merkers voor dode cellen; C, merkers voor levende + dode cellen).
Tabel 6.4: Relatieve VFC celgetallen voor C. glabrata (CG) en C. parapsilosis (CP) (VC, verse cultuur;
LB, na letale behandeling), bekomen na merking met verschillende fluorochromen (A, merkers voor
levende cellen; B, merkers voor dode cellen; C, merkers voor levende + dode cellen).
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gedetecteerd met ChemChrome®V6, terwijl de merkers van categorie B
(SYTOX, DiBAC4(3)) en categorie C (SYTO9, SYTO11, FITC-AL) een zo goed
als maximaal (dood) celgetal opleveren. Na YOYO-1 merking worden echter
lagere VFC celgetallen bekomen, hoewel deze meestal niet significant
verschillend zijn van de koloniegetallen. SYBR Green I geeft inconsistente en
afwijkende resultaten met een rendement tussen 4 en 58%.
Dat VFC in combinatie met de verschillende fluorescente probes ook in
mengsels de levende en dode gistcellen kan tellen, wordt geïllustreerd in Fig.
6.6.
In de suspensies bekomen door menging van levende en hitte-afgedode
cellen worden zowel de verwachte levende (ChemChrome®V6), dode
(DiBAC4(3), SYTOX) als de totale (SYTO9) VFC celgetallen bekomen. Met
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Fig. 6.6: Relatieve (%) koloniegetallen en VFC celgetallen (zie 3.4.4) voor C. albicans IHEM 9559 (A), C.
albicans IHEM 10284 (B), C. parapsilosis IHEM 3270 (C) en C. glabrata MUCL 27865 (D), bekomen met
respectievelijk de plaatmethode en VFC na merking met ChemChrome®V6 (V6), YOYO-1, DiBAC4(3),
SYTOX, FITC-AL en SYTO9, i.f.v. het theoretisch percentage levende gistcellen in een mengsel met hitte-
afgedode cellen.
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YOYO-1 merking worden voor CA zeer variabele resultaten bekomen. Dode
cellen worden heel intens gemerkt, terwijl de merking van levende cellen zwak
en niet-homogeen is. Een onderscheid tussen beide is enkel mogelijk tijdens
de microscopische inspectie na de scan. Daarom wordt deze merker niet
verder getest voor CG en CP.
Na blootstelling van C. albicans cellen aan AMB daalt zoals verwacht
het aantal leefbare (met ChemChrome®V6 gemerkte) cellen i.f.v. de
concentratie van het antimycoticum en blijft het totaal aantal cellen (SYTO9)
constant (Fig. 6.7). Pas vanaf een AMB concentratie >0,06µg/ml worden er
ook dode cellen gedetecteerd met DiBAC4(3) maar, verrassend, niet met
SYTOX. Het VFC celgetal na DiBAC4(3) merking stijgt progressief i.f.v. de
concentratie aan AMB, maar de som van het aantal levende
(ChemChrome®V6) en het aantal dode cellen (DiBAC4(3)) bereikt pas bij een
hoge concentratie (>0,5µg/ml) ongeveer 100%. Voor SYTOX wordt zelfs bij
een AMB concentratie van 4µg/ml, slechts een klein percentage (<8%) van de
cellen gemerkt. Om uit te sluiten dat AMB zelf eventueel de SYTOX merking
inhibeert, worden hittebehandelde cellen gemerkt met SYTOX in aan- en
afwezigheid van AMB (4µg/ml). Het aantal met SYTOX gemerkte cellen is in
beide omstandigheden vergelijkbaar met het aantal cellen gedetecteerd na
SYTO9 merking (99%, SD 5), wat erop wijst dat de aanwezigheid van AMB
niet interfereert met de SYTOX merking.
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Fig. 6.7: Relatieve (%) koloniegetallen en VFC celgetallen (zie 3.4.4) voor C. albicans (A, IHEM 9559;
B, IHEM 10284), bekomen met de plaatmethode en VFC na merking met ChemChrome®V6, YOYO-1,
DiBAC4(3)4, SYTOX en SYTO9, i.f.v. de concentratie aan amfotericine B.
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6. BESPREKING
6.1 TOEPASBAARHEID VAN FLUORESCENTE MERKERS IN VFC
Een selectie van 7 merkers wordt in deze studie geëvalueerd op hun
toepasbaarheid in VFC voor de detectie van levende (ChemChrome®V6),
dode (SYTOX, YOYO-1, DiBAC4(3)) of levende+dode (SYBR Green I, SYTO,
FITC-AL) cellen van Candida spp. Van de geteste fluorochromen werd enkel
DiBAC4(3) reeds eerder toegepast op gisten in flow cytometrie (zie Hoofdstuk
7, 1.1).
De problemen die ontstaan bij het gebruik van andere fluorochromen
dan ChemChrome®V6 in VFC, zijn respectievelijk een hoge achtergrond-
fluorescentie door partikels, een lage fluorescentie-intensiteit van de gemerkte
cellen en een niet-homogene merking van cellen. Gebruik van een
aangepaste concentratie van het fluorochroom en wijzigingen in de keuze van
de buffer, de incubatietijd en -temperatuur en de wijze van aanbrengen van
het fluorochroom (op/onder de membraanfilter) kunnen de laatste twee
genoemde problemen verhelpen. Voor een merking met ChemChrome®V6 en
FITC-AL wordt de oplossing van het fluorochroom onder de filter aangebracht,
terwijl voor de andere fluorochromen de cellen enkel gemerkt worden
wanneer deze oplossing in direct contact is met de cellen (bovenop het
oppervlak van de membraanfilter). De aanwezigheid van fluorescente
partikels kan echter niet voorkómen worden door filtratie van de
fluorochroomoplossingen, omdat de merking van de cellen zelf dan verloren
gaat. Bijgevolg moeten de discriminatieparameters in de ChemScan® software
voor elk merkingsprotocol aangepast worden om een goed onderscheid
tussen fluorescente partikels en gistcellen te verzekeren.
6.2 DIFFERENTIATIE VAN LEVENDE EN DODE CELLEN
De procedures en parameterinstellingen die geschikt zijn voor de VFC
detectie van C. albicans cellen worden ook geëvalueerd voor de merking van
cellen van andere Candida spp., nl. C. glabrata en C. parapsilosis. Indien
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nodig (cfr. de criteria vermeld in 4.1) worden de omstandigheden aangepast.
Het totaal celgetal (levende+dode cellen) kan worden bepaald met VFC na
merking met FITC-AL (voor CA), SYTO11 of SYTO9, waarbij deze laatste
merking resulteert in het hoogste aantal gedetecteerde cellen. SYBR Green I
laat weliswaar een kwantitatieve detectie van de levende cellen toe, maar
dode cellen worden slechts gedeeltelijk gedetecteerd en daarom wordt SYBR
Green I niet verder getest. Deze observatie is niet consistent met die van Liao
et al. (1999), die beweert dat deze merker niet doorheen intacte membranen
van levende cellen dringt. Dit is echter ook in tegenspraak met de studies die
SYBR Green I gebruiken voor de bepaling van het totaal aantal cellen
(levende + dode cellen) (Broadeway et al., 2003; Myers, 1998). Het leefbaar
VFC celgetal wordt bekomen na merking met ChemChrome®V6, terwijl
merking met SYTOX of DiBAC4(3) het dood VFC celgetal oplevert. YOYO-1
merkt dode cellen heel intens, maar vertoont ook een zwakke binding aan
levende cellen.
Met de fluorochromen ChemChrome®V6, SYTOX en DiBAC4(3) kunnen
ook in een mengsel levende en hittebehandelde Candida spp. cellen van
elkaar gedifferentieerd worden in VFC, terwijl de merking met SYTO9 of FITC-
AL niet wordt beïnvloed door de leefbaarheid van de cel. Bij gebruik van
YOYO-1 kan enkel op basis van de microscopische validatie een onderscheid,
echter niet steeds duidelijk, worden gemaakt tussen hitte- behandelde en
levende cellen.
Na een blootstelling aan AMB (>0,06µg/ml) worden C. albicans cellen
met een gecompromitteerde leefbaarheid enkel gemerkt met DiBAC4(3) maar
niet met SYTOX. Dit wijst op een fysiologische toestand waarin de
membraanpotentiaal verloren gegaan is, terwijl het membraan structureel nog
steeds intact is. Bovendien toont de som (<100%) van de levende cellen en
de cellen met een gedepolariseerd membraan aan dat, bij een AMB
concentratie tussen 0,06 en 0,5µg/ml, een deel van de cellen zich in een
fysiologische toestand bevindt waarin zij niet meer leefbaar zijn (geen
esterase-activiteit en/of een niet-intact membraan) maar nog steeds een
membraanpotentiaal bezitten.
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7. BESLUIT
In dit onderzoek wordt aangetoond dat voor de VFC detectie van
Candida spp., naast het ChemChrome®V6 en FITC-antilichamen (zie 1.2), ook
de fluorochromen SYTO, DiBAC4(3) en SYTOX toepasbaar zijn. Deze
fluorochromen zijn geschikt voor de VFC detectie van respectievelijk dode+
levende (SYTO) of dode (DiBAC4(3) en SYTOX) Candida spp. cellen. De
volledige procedure (filtratie, merking, telling en validatie) neemt 30 tot 70min
in beslag, afhankelijk van het gebruikt fluorochroom. In vergelijking met de
kweekmethoden laat VFC een snellere telling toe van Candida spp. cellen, na
merking van met ChemChrome®V6, FITC-antilichamen, DiBAC4(3), SYTOX en
SYTO9, waarbij meer informatie verkregen wordt over de leven-dood status
van de cellen. Ook hier moet echter een te strikte scheiding tussen ‘levende’
en ‘dode’ cellen, op basis van respectievelijk de ChemChrome®V6 of
DiBAC4(3)/SYTOX merking, genuanceerd worden. Sommige cellen worden
immers met geen enkel van deze drie fluorochromen gemerkt, terwijl zij wel
gedetecteerd worden na SYTO9 merking. Bovendien kunnen sommige ‘dode’
cellen enkel met één van beide merkers voor dode cellen, nl. DiBAC4(3) of
SYTOX, worden gedetecteerd. Dit toont het belang aan om bij een evaluatie
van de leven-dood status steeds verschillende probes te combineren, met
daarbij een bepaling van het totaal aantal cellen als controle. Het is duidelijk
dat de leven-dood status van een gistcel bij voorkeur geïnterpreteerd wordt in
termen van het verlies/behoud van fysiologische functies.
Behalve zijn hoge snelheid en lage detectielimiet is een bijkomend
voordeel van VFC de automatische telling van de fluorescente cellen na
discriminatie t.o.v. partikels. Van Zandycke et al. (2003) merken op dat veel
inaccuraatheden bij de telling van levende/dode cellen in mengsels een
gevolg zijn van menselijke fouten. VFC vertoont minder systematische
afwijkingen, een hogere graad van herhaalbaarheid en presteert in het
algemeen beter dan de microscopische methoden (Lisle et al., 2004). De
ontwikkelde procedures voor fluorescente merking kunnen een praktische
toepassing vinden in studies met betrekking tot de inwerking van antimycotica
op gisten, susceptibiliteitsbepalingen (zie Hoofdstuk 7) en de kinetiek van
celdood.
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HOOFDSTUK 7: TOEPASSING VAN VFC IN SUSCEPTIBILITEITS-
STUDIES
1. ACHTERGROND EN PROBLEEMSTELLING
1.1 FLUORESCENTE PROBES IN SUSCEPTIBILITEITSSTUDIES
In Hoofdstuk 6 werd aangetoond dat in VFC een fluorescente merking
van levende en/of dode Cand ida  spp. cellen kan gebeuren met
ChemChrome®V6, maar ook met verschillende andere fysiologische probes.
In tegenstelling tot de kweekmethoden geven fluorescente probes die
specifiek celstructuren of -activiteiten merken, subtielere informatie over de
gradatie/stadia in het proces van celdood. Zo worden, na de inwerking van
amfotericine B, cellen van C. albicans gemerkt met een probe voor
gedepolariseerde membranen, maar niet met één die een indicator is voor
een gecompromitteerde membraanintegriteit (zie Hoofdstuk 6, 6.2).
Traditioneel wordt in susceptibiliteitstesten het effect van antimycotica op
Candida spp. enkel beoordeeld op basis van het verlies van kweekbaarheid
(zie 1.2). De studie van de fysiologische celtoestand m.b.v. fluorescente
probes zou echter een beter inzicht kunnen geven in de cel-antimycoticum
interactie en een betere voorspelling van de gevoeligheid van de gist t.o.v. het
antimycoticum (Bernhardt et al., 2003; Liao et al., 1999; Liao et al., 2003;
Pfaller et al., 2004; Pina-Vaz et al., 2001). In een beperkt aantal studies wordt
daarom het eindpunt van een traditionele susceptibiliteitstest bepaald met
behulp van CFDA en de membraanpotentiaal probe DiOC6 (Peter et al., 2005;
Liao et al., 2001; Liao et al., 2002). Daarnaast wordt ook flow cytometrie
gecombineerd met fluorigene enzymsubstraten (FDA), membraanpotentiaal
probes (DiBAC4(3), DiOC5), membraanimpermeante (EtBr, PI) of membraan-
permeante DNA probes (acridine oranje), en probes die in metabool actieve
cellen omgezet worden tot cytoplasmatische intravacuolaire structuren (FUN-
1)(Alvarez-Barrientos et al., 2000; Chaturvedi et al., 2004; Pina-Vaz et al.,
2001; Pina-Vaz et al., 2005; Rex et al., 2001; Wenisch et al., 1997) voor de
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susceptibiliteitsbepaling van gisten. Vaste fase cytometrie werd daarentegen
nog niet toegepast.
1.2  STANDAARD SUSCEPTIBILITEITSTESTEN
Susceptibiliteitstesten, gebruikt om de gevoeligheid van micro-
organismen te bepalen, zijn van belang bij de ontwikkeling van antimicrobiële
therapeutica en voor de voorspelling van het succes van een therapie (Rex et
al., 2001; St-Germain, 2001). Voor de bepaling van de gevoeligheid van
gisten aan antimycotica werd in 1997 als referentiemethode de
microdilutiemethode M27-A2 geïntroduceerd door het ‘Clinical and Laboratory
Standards Institute’ (voorheen het ‘National Committee for Clinical Laboratory
Standards’ of NCCLS) (NCCLS, 2002). In navolging hiervan stelde het
‘European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing’ (EUCAST) in 1999
een microdilutiemethode voor die in een aantal aspecten verschilt van de
NCCLS-methode (zie 3.4.2) (Cuenca-Estrella et al., 2002). Met behulp van
deze microdilutiemethoden worden, op basis van de groei bij verschillende
concentraties aan antimycoticum, gisten als gevoelig, dosisafhankelijk
gevoelig, intermediair of resistent tegenover het antimycoticum geklasseerd
(Fig. 7.1).
Algemeen wordt bij deze standaard microdilutiemethoden een
verdunningsreeks van het antimycoticum in kuipjes van een microtiterplaat
gebracht, waarna aan elk kuipje eenzelfde hoeveelheid inoculum wordt
toegevoegd. Na incubatie wordt de groei in de kuipjes visueel of
spectrofotometrisch beoordeeld. Aangezien hierbij geen onderscheid kan
gemaakt worden tussen levende en dode cellen, wordt steeds het totaal
aantal aanwezige cellen gedetecteerd. Op basis van de geobserveerde groei
Fig. 7.1: Groei van een gevoelige (links) en een resistente (rechts) C. albicans stam in kuipjes
van een microtiterplaat bij verschillende concentraties aan fluconazol (µg/ml) (uit Liao et al.,
2001).
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wordt vervolgens een minimaal inhiberende concentratie (MIC) bepaald. Voor
fungicide antimycotica, zoals amfotericine B en caspofungine, wordt de MIC
gedefinieerd als de minimale concentratie aan antimycoticum waarbij géén
groei meer waarneembaar is (Pfaller et al., 2003). Meestal is er een duidelijke
plotse overgang tussen de aan- en de afwezigheid van groei. Voor
fungistatische antimycotica zoals fluconazol wordt gebruik gemaakt van de
MIC 80% en de MIC 50%. Dit zijn de minimale concentraties aan
antimycoticum waarbij er respectievelijk 80% en 50% groeireductie optreedt
ten opzichte van de groeicontrole (St-Germain, 2001). Wanneer de
groei(reductie) spectrofotometrisch wordt bepaald, benadert de MIC 50%
beter het visuele eindpunt dan de MIC 80% (Rex et al., 2001). Op basis van
een vergelijking van de MIC met vastgelegde waarden (de breekpunten*) kan
de gevoeligheid van de gist geïnterpreteerd worden.
Wanneer de groei slechts langzaam afneemt bij stijgende concentraties
aan antimycoticum is het MIC eindpunt soms onduidelijk waar te nemen (St-
Germain, 2001). Dit fenomeen wordt aangeduid met de term ‘trailing’. ‘Trailing’
is stamgebonden, maar vertoont ook sterke verschillen tussen antimycotica
onderling en is afhankelijk van de gebruikte susceptibiliteitstest. Zo wordt
‘trailing’ voornamelijk geassocieerd met de azolen, bv. fluconazol, en zijn de
eindpunten duidelijker af te lezen in de EUCAST-procedure dan in de NCCLS-
procedure (Cuenca-Estrella et al., 2002). De toevoeging van redox-
kleurindicatoren, zoals Alamar blauw of de tetrazoliumzouten MTT of XTT,
laat een duidelijkere aflezing van het eindpunt toe in de NCCLS-procedure
(Hawser et al., 1998; Meletiadis et al., 2001; Espinel-Ingroff et al., 1999).
Sommige gisten kunnen door een sterke ‘trailing’ groei een ‘trailing
endpoint’ vertonen. Een ‘trailing endpoint’ wordt gedefinieerd als een wijziging
in MIC naargelang het resultaat wordt afgelezen na 24u of na 48u (Revankar
et al., 1998). Na 24u wordt een lage MIC bekomen en lijkt de gist gevoelig te
zijn voor het geteste antimycoticum, terwijl hij na 48u door een verhoogde MIC
als resistent wordt beschouwd. Hoewel ‘trailing’ stammen in-vitro een hoge
MIC vertonen na 48u, blijken zij in-vivo toch niet resistent te zijn aan het
antimycoticum in kwestie (Arthington-Skaggs et al., 2002; Revankar et al.,
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1998). De dubbelzinnige interpretatie bij ‘trailing endpoints’ zou vermeden
kunnen worden door de MIC 50% af te lezen na 24u (Liao et al., 2001).
De MFC geeft de minimale concentratie van een (fungicied)
antimycoticum weer die bij uitplating een dodingspercentage van 99 à 99,5 %
t.o.v. het inoculum oplevert (Espinel-Ingroff et al., 2002). In de NCCLS-
procedure wordt de MFC bepaald door de celsuspensies uit alle microtiter-
plaatkuipjes met een hogere antimycoticum concentratie dan de MIC uit te
platen. Een MFC waarde zou relevanter kunnen zijn dan een MIC voor de
voorspelling van het therapeutisch resultaat (Pfaller et al., 2004; Rex et al.,
2001).
2. DOELSTELLING
Dankzij de mogelijke combinatie met verschillende fysiologische probes
en de lage detectielimiet is VFC een interessante techniek om een beter
inzicht te krijgen in de mechanismen van de microdilutiemethode voor
susceptibiliteitsbepaling, waaronder de eindpuntsbepaling en het proces van
celdood. In dit hoofdstuk wordt de toepassing van VFC geëvalueerd voor de
bepaling van de MIC, de MFC en de veranderingen in celvitaliteit en -
mortaliteit van gistcellen na blootstelling aan antimycotica. Daarnaast wordt
het ‘trailing’ fenomeen in de NCCLS-referentiemethode nader onderzocht.
In een eerste deel wordt de groei van een C. albicans stam in
aanwezigheid van stijgende antimycoticum concentraties nagegaan via
turbidimetrie, een plaatmethode en VFC na merking met fluorochromen. Bij
elke concentratie wordt de invloed van het antimycoticum op het aantal
kweekbare, leefbare en dode cellen bepaald.
In een tweede deel worden VFC en fluorochromen gebruikt om het
fenomeen van ‘trailing endpoints’ in susceptibiliteitstesten met fluconazol bij C.
albicans te onderzoeken. Er zal worden nagegaan of ‘trailing’ kan worden
verklaard aan de hand van stamgebonden verschillen in de leven-dood status
van de cellen, na inwerking van het antimycoticum. Daarnaast wordt ook de
invloed van de proceduregebonden verschillen (NCCLS versus EUCAST) op
de ‘trailing’ onderzocht.
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3. MATERIALEN EN METHODEN
3.1 MATERIALEN
3.1.1 Membraanfilters en schijfjes
Voor VFC worden celsuspensies gefiltreerd over 25mm diameter zwarte
CycloblackTM polyesterfilters (Chemunex) met een poriëngrootte van 2,0µm.
Voor de kweekmethode worden celsuspensies gefiltreerd over 47mm
diameter witte cellulose-acetaatfilters (0,45µm poriëngrootte; Millipore). Er
wordt bij de merkingsprocedures gebruik gemaakt van verschillende 25mm
diameter absorberende schijfjes (zie Hoofdstuk 6, 3.1.1). Alle gebruikte
buffers, oplossingen, reagentia en media worden vóór gebruik gesteriliseerd
door middel van filtratie (zie Hoofdstuk 6, 3.1.1).
3.1.2 Groeimedia
De gebruikte groeimedia zijn SGA en SGB. Bij de susceptibiliteitstesten
wordt MOPS (3-(N-morfolino)-propaansulfonzuur) (Sigma-Aldrich) gebufferd
RPMI (RPMI 1640, met glutamine en zonder bicarbonaat; Life Technologies,
Gent) als medium gebruikt. Na filtratie wordt het medium bewaard bij 4-8°C.
3.1.3 Buffers, reagentia en antimycotica
De geteste antimycotica zijn fluconazol (FCZ) (Diflucan® IV; Pfizer inc.,
Brussel), amfotericine B (AMB) en caspofungine (CAS) (Cancidas®; Merck &
Co inc., Whitehouse Station, New York, VS).
Voor de verdunning van de fluorochromen wordt gebruik gemaakt van de
buffers ChemSol®B2, Tris-HCl EDTA – buffer (TSE) (10mM Tris-HCl, 1mM
EDTA, 50mM NaCl; pH 7,4) en Tris-HCl – buffer (TBS) (10mM Tris-HCl,
50mM NaCl; pH 7,4). Als solventen worden ook DMSO en FW gebruikt. Alle
buffers en oplossingen van antimycotica worden bewaard bij 4-8°C.
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3.1.4 Fluorescente probes
Voor de leefbaarheidsmerking van gistcellen op basis van
ChemChrome®V6 worden dezelfde reagentia, zoals beschreven in Hoofdstuk
5 (3.1.4), gebruikt.
De fluorochromen SYTO9 en SYTOX worden respectievelijk verdund in
een verhouding van 1:250 in TSE en 1:200 in FW. De stockoplossing
(50mg/ml DMSO) van DiBAC4(3) wordt verdund in TBS tot een uiteindelijke
concentratie van 15µg/ml. SYTO9, SYTOX en DiBAC4(3) worden onverdund
bewaard bij –20°C. De verdunningen van de fluorochromen worden dagelijks
vers bereid en afgeschermd van licht bewaard bij 4-8°C.
3.2 STAMMEN
Drie stammen zijn afkomstig van de IHEM: C. parapsilosis (ATCC
22019), C. albicans (IHEM 9559) en C. albicans (IHEM 10284). Vijf andere C.
albicans stammen werden welwillend ter beschikking gesteld door het Servicio
de Micología, Instituto de Salud Carlos III (Majadahonda, Spanje): C. albicans
98/456, C. albicans 98/472, C. albicans 98/463, C. albicans 98/468 en C.
albicans 200/311.
3.3 DETECTIEAPPARATUUR
De ChemScan® (Hoofdstuk 3) wordt gebruikt voor de detectie van
fluorescent gemerkte cellen op de membraanfilters. De Wallac Victor2TM 1420
Multilabel Counter (PerkinElmerTM) wordt gebruikt voor turbidimetrische
metingen in de microtiterplaten.
3.4 PROCEDURES
3.4.1 Merkingsprocedures
De merkingsprocedures voor de verschillende fluorochromen zijn
beschreven in Hoofdstuk 6 (zie 3.4.2).
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3.4.2 De NCCLS- en de EUCAST-procedure
3.4.2.1 RPMI medium gebufferd in MOPS
Anders dan de NCCLS-procedure wordt in de EUCAST-procedure het
MOPS gebufferd RPMI groeimedium in een dubbele concentratie bereid en
wordt extra glucose toegevoegd.
- NCCLS: 10,4g/l RPMI gebufferd in 0,165M MOPS (pH 7,0), verder het
‘NCCLS-RPMI’ genoemd.
- EUCAST: 20,8g/l RPMI gebufferd in 0,330M MOPS (pH 7,0) met extra
glucose (36g/l), verder als het ‘EUCAST-RPMI’ aangeduid.
3.4.2.2 Verdunningsreeks van het antimycoticum
Er wordt voor elk antimycoticum eerst een stockoplossing bereid en
vervolgens een reeks van sequentiële 1:2 verdunningen. In de NCCLS-
procedure worden 10 seriële verdunningen gemaakt, terwijl in de EUCAST-
procedure enkel de 9 hoogste concentraties bereid worden. De oplossingen
worden bewaard bij –20°C.
- FCZ: Uitgaande van de stockoplossing (128µg/ml RPMI) wordt een
verdunningsreeks bereid in RPMI, waarvan het concentratiebereik loopt van
0,125 tot 128µg/ml. Na toevoeging van het inoculum is het finale geteste
concentratiebereik 0,0625 - 64µg/ml.
- AMB: Uitgaande van de stockoplossing (3200µg/ml DMSO) en een
verdunningsreeks in DMSO wordt een verdunningsreeks bereid in RPMI met
een concentratiebereik van 0,0626 tot 32µg/ml (Fig. 7.2). Na toevoeging van
het inoculum is het finale concentratiebereik 0,0313 - 16µg/ml.
Fig. 7.2: Verdunningsreeks
voor amfotericine B (naar
Barchiesi et al., 1999).
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- CAS: Uitgaande van de stockoplossing (16µg/ml RPMI) wordt een
verdunningsreeks bereid in RPMI met een concentratiebereik van 0,014 tot
16µg/ml. Het finale concentratiebereik na toevoeging van het inoculum is
0,007 - 8µg/ml.
3.4.2.3 Microdilutiemethode
Voor de susceptibiliteitstesten worden microtiterplaten (Novolab,
Geraardsbergen) met 96 kuipjes gebruikt (Fig. 7.3). Na afvullen van de kuipjes
met de Multipipette® 4780 (Eppendorf, Hamburg, Duitsland), worden de
microtiterplaten ingepakt om verdamping tegen te gaan en ingevroren bij
–80°C tot verder gebruik.
- NCCLS: Er worden microtiter-
platen gebruikt met U-vormige
kuipjes. In elke rij van de
microtiterplaat worden 11 kuipjes
gevuld met 100µl van de 11
respectievelijke antimycoticum
oplossingen (1 stockoplossing en
10 verdunningen). Per rij wordt er
één kuipje als groeicontrole
voorzien, dat wordt gevuld met 100µl NCCLS-RPMI (Fig. 7.3).
- EUCAST: Er worden microtiterplaten gebruikt met kuipjes die een vlakke
bodem hebben. In elke rij van de microtiterplaat worden 10 kuipjes gevuld met
100µl van de 10 respectievelijke antimycoticum oplossingen (1 stockoplossing
en 9 verdunningen). Per rij wordt één kuipje voorzien als groeicontrole en één
kuipje als steriliteitscontrole (Fig. 7.3). Beide worden gevuld met 100µl
EUCAST-RPMI.
3.4.2.4 Inoculumbereiding
Van een 24u oude reincultuur op SGA worden enkele kolonies opgepikt
en gesuspendeerd in FW. Door de transmissie van de celsuspensie aan te
passen tot 75 à 77% bij 530nm, wordt de densiteit gestandaardiseerd op 1-
5x106 cellen/ml.
Fig. 7.3: Microtiterplaat
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- NCCLS: De suspensie wordt 1:100 en vervolgens 1:20 verdund in NCCLS-
RPMI tot een inoculum van 0,5-2,5x103 cellen/ml.
- EUCAST: De suspensie wordt 1:10 verdund in FW tot een inoculum van 1-
5x105 cellen/ml.
De celdensiteit in deze inoclua wordt gecontroleerd door middel van
uitplating op SGA.
3.4.2.5 Inoculatie en incubatie
- NCCLS: Na toevoeging van 100µl inoculum (50-250 cellen) aan elk kuipje
wordt de microtiterplaat geïncubeerd bij 35°C. Na 24u is er een voorlopige
aflezing, na 48u een definitieve aflezing.
- EUCAST: Aan elk kuipje met antimycoticum oplossing en aan de
groeicontrole wordt 100µl van het inoculum (1-5x104 cellen) toegevoegd,
terwijl aan het kuipje voor de steriliteitscontrole 100µl FW wordt toegevoegd.
De microtiterplaat wordt geïncubeerd bij 35°C en het eindpunt wordt bepaald
na 24u of eventueel na 48u.
3.4.2.6 Bepaling van het eindpunt
In de Wallac Victor2TM microtiterplaatlezer wordt de microtiterplaat vóór
het meten geschud, zodat een homogene suspensie in de kuipjes verkregen
wordt. De turbiditeit wordt vervolgens gemeten bij de gewenste golflengte.
- NCCLS: Na 24u en 48u wordt de MIC 50% of de MIC 80% bepaald,
afhankelijk van welke waarde het best overeen komt met de visuele aflezing.
Hiertoe wordt de turbiditeit gemeten bij 690nm.
- EUCAST: Na 24u wordt de MIC 50% bepaald door de turbiditeit te meten bij
530nm. Indien de optische densiteit van het controlekuipje lager ligt dan 0,5
moet langer geïncubeerd worden. Indien na 48u de densiteit nog steeds geen
waarde van 0,5 bereikt heeft, dient dit resultaat te worden verworpen.
Voor de MFC-bepaling wordt de microtiterplaat eerst gedurende 30sec in
een ultrasoonbad geplaatst. Uit alle kuipjes met een concentratie aan
antimycoticum boven de MIC wordt 100µl uitgeplaat op SGA volgens de
plaatstrijkmethode. De concentratie aan antimycoticum, waarbij 99% groei-
reductie t.o.v. het inoculum optreedt, wordt beschouwd als de MFC.
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3.4.2.7 Kwaliteitscontrole
Bij de uitvoering van een standaard susceptibiliteitstest wordt steeds een
micro-organisme met bekende en reproduceerbare MIC en MFC waarden,
een zogenaamde ‘controlestam’ (bv. C. parapsilosis ATCC 2019), meegetest
ter kwaliteitscontrole.
3.4.3 Susceptibiliteitsbepalingen
3.4.3.1 De NCCLS- en de EUCAST-procedure
De susceptibiliteitstesten volgens NCCLS en EUCAST worden
uitgevoerd zoals beschreven in 4.4.2. Per stam worden telkens meerdere rijen
van de microtiterplaat gevuld en per microtiterplaat wordt één controlestam
getest. De turbiditeit in de kuipjes wordt op verschillende tijdstippen bepaald
m.b.v. de microtiterplaatlezer.
3.4.3.2 Merkingsprocedures
Na incubatie en sonificatie (30sec) van de microtiterplaat worden voor
één stam (CA IHEM 9559) de celsuspensies (200µl) uit kuipjes die eenzelfde
concentratie aan antimycoticum bevatten samengevoegd. Vervolgens worden
hierop een aantal fluorescente merkingen toegepast (3.4.1). Indien het aantal
cellen hoog is (>200 cellen/100µl), worden verdunningen gemaakt in FW.
Om het effect van de antimycotica op de leven-dood status van de cellen
te evalueren, worden merkingen met ChemChrome®V6, SYTO9, SYTOX,
DiBAC4(3) en FITC-antilichamen uitgevoerd na 4, 6, en 18u incubatie voor
FCZ en na 14u incubatie voor AMB en CAS.
Voor de ‘trailing’ stam CA 98/472 (T) en de ‘non-trailing’ stam CA IHEM
9559 (NT) worden na 24u incubatie de celsuspensies van de kuipjes die
eenzelfde concentratie aan FCZ bevatten (respectievelijk 32, 8, 2 en 0,5µg/ml)
samengevoegd. Op deze celsuspensies worden de merkings-procedures met
ChemChrome®V6, SYTO9 en SYTOX uitgevoerd.
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3.4.3.3 Groeimethoden
Om het effect van de antimycotica op de kweekbaarheid van de cellen
na te gaan, worden de verdunde celsuspensies uit de kuipjes uitgeplaat op
een SGA bodem volgens de plaatgietmethode. Voor de T- en de NT-stam
worden de verdunde celsuspensies bovendien ook uitgeplaat op een SGA
bodem die FCZ bevat. Daarbij worden de celsuspensies, met een
welbepaalde concentratie aan FCZ, uitgeplaat op een agarbodem waarin
eenzelfde FCZ concentratie aanwezig is.
3.4.3.4 Gemodificeerde NCCLS- en EUCAST-procedure
Er worden experimenten uitgevoerd om de invloed van de vorm van de
kuipjes in de microtiterplaten en de toevoeging van glucose op het fenomeen
van ‘trailing’ na te gaan. De MIC wordt zowel visueel als turbidimetrisch (MIC
50%) bepaald.
 De kuipjesvorm
Voor de T- en de NT-stam wordt zowel de NCCLS- als de EUCAST-
procedure in parallel uitgevoerd in microtiterplaten met U-vormige kuipjes en
kuipjes met een vlakke bodem.
Daarnaast wordt ook de turbiditeit van een verdunningsreeks van cellen
(suspensie van 107 cellen/ml 2, 4, 6, 8, 10, 16 en 20 x verdund) van de T-stam
in beide microtiterplaten met de VictorTM bepaald.
 Het glucosegehalte
Voor de T- en de NT-stam worden in parallel twee susceptibiliteitstesten
uitgevoerd, namelijk een standaard NCCLS-test en een NCCLS-test met
toevoeging van glucose na 24u. Voor de toevoeging van glucose wordt een
oplossing (3,78g/ml) bereid in NCCLS-RPMI. Na 24u incubatie wordt 10µl van
deze oplossing toegevoegd aan elk kuipje, zodat een concentratie van 2%
glucose bekomen wordt. Ter compensatie wordt in de microtiterplaat van de
standaard NCCLS-procedure aan elk kuipje 10µl NCCLS-RPMI toegevoegd.
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 Effect van de combinatie van de kuipjesvorm en glucosetoevoeging
Voor de T- en de NT-stam worden in parallel vier susceptibiliteitstesten
uitgevoerd: de standaard NCCLS-test, de NCCLS-test met toevoeging van
glucose (2%) (in de oorspronkelijke kuipjesvorm), de NCCLS-test met
toevoeging van glucose (2%) in kuipjes met vlakke bodem en de standaard
EUCAST-test.
3.4.4 Groeicurve en verdubbelingstijd
Door de gemeten turbiditeit i.f.v. de tijd uit te zetten wordt een groeicurve
bekomen. Uit de lineaire log-fase van de curve kan de verdubbelingstijd
worden bepaald door de tijd af te lezen die nodig is voor een verdubbeling in
turbiditeit. De verdubbelingstijd wordt nagegaan in aan- en afwezigheid van
glucose en FCZ. Daartoe wordt een inoculum bereid van de stam, zoals
beschreven in 3.4.2.4. Van deze suspensie wordt 100µl in 9,9ml 1:2 verdund
(FW) EUCAST-RPMI groeimedium gebracht. Het geheel wordt gedurende
16u bij 37°C geïncubeerd. Vervolgens wordt het mengsel 1:10 verdund in
respectievelijk NCCLS- en EUCAST-RPMI (3.4.2.1), zonder en met
toevoeging van FCZ (4,0µg/ml). De turbiditeit wordt elk uur spectrofoto-
metrisch gemeten tot de stationaire fase bereikt wordt.
4. PRINCIPES
4.1 BEPALING VAN DE MIC EN DE MFC MET BEHULP VAN VFC
4.1.1 Bepaling van de MIC
In de NCCLS-procedure wordt de MIC bepaald op basis van een
reductie van de groei bij stijgende concentraties aan antimycoticum (zie 1.2).
Het hoogste aantal gistcellen wordt bijgevolg waargenomen in afwezigheid
van het antimycoticum, nl. in de groeicontrole. Er moet echter voldoende groei
bekomen worden om een daling van het aantal cellen visueel of
spectrofotometrisch te kunnen waarnemen. Bij een spectrofotometrische
(turbidimetrische) bepaling betekent dit dat er meer dan 105 cellen/ml
(=detectielimiet) moeten aanwezig zijn. Daardoor neemt een MIC-bepaling
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minimaal 24-48u in beslag. De tijd waarop een daling in het aantal cellen kan
worden gedetecteerd m.b.v. VFC is daarentegen niet gelimiteerd door de
detectielimiet (theoretisch 1 cel), maar wel door de tijd die het antimycoticum
nodig heeft om de celvermenigvuldiging te remmen (daling van het totaal
aantal cellen) of detecteerbare veranderingen in de leven-dood status (nl.
verlies van metabole activiteit, membraanintegriteit en membraanpotentiaal) te
veroorzaken. Bijgevolg zou de MIC sneller bepaald kunnen worden m.b.v.
VFC in vergelijking met de kweekmethoden. Bovendien zouden de
waargenomen veranderingen in celfysiologie extra informatie kunnen geven
over de cel-geneesmiddel interactie.
4.1.2 Bepaling van de MFC
Het is niet evident om m.b.v. de hoger beschreven NCCLS-
standaardprocedure (zie 3.4.2.6) de MFC voor een antimycoticum accuraat te
bepalen. Wegens het laag aantal cellen in de kuipjes van de geïnoculeerde
microtiterplaat (50 tot 250 in 200µl) is het immers niet mogelijk om nauwkeurig
de voorgeschreven daling van 99-99,5% waar te nemen via uitplating (Pfaller
et al., 2004). Bovendien kan door een ‘carry-over’ van het antimycoticum naar
de plaat de groei van cellen tot kolonies verhinderd worden (Liao et al., 1999)
en geeft de plaat veelal een onderschatting van het aantal leefbare cellen (zie
Hoofdstuk 2, 3). VFC na merking met fluorochromen zou een nauwkeurigere
MFC-bepaling in de NCCLS-test kunnen opleveren, omdat hierbij geen groei
vereist is, het aantal dode cellen geteld kan worden en er een groter
monstervolume verwerkt kan worden. Bij de bepaling van de MFC m.b.v. VFC
is het belangrijk de aard van de letale effecten, veroorzaakt door een
antimycoticum, via de aangepaste fluorescente merkingen na te gaan (verlies
van metabole activiteit, membraanpotentiaal of membraanintegriteit).
4.1.3 VFC toegepast op de NCCLS-susceptibiliteitstest
Het gebruik van VFC bij de bepaling van de MFC en de MIC, zoals
uitgevoerd volgens de NCCLS-procedure, wordt hier geëvalueerd voor de
antimycotica FCZ, AMB en CAS. Daartoe wordt het effect van deze
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antimycotica op de vitaliteit en mortaliteit van C. albicans cellen in de NCCLS-
procedure in parallel nagegaan via turbidimetrie (MIC-bepaling), uitplating
(MFC-bepaling) en VFC (merking met fluorochromen). Van de fluorochromen
wordt ChemChrome®V6 gebruikt voor de detectie van het aantal cellen met
esterase-activiteit én intact membraan, DiBAC4(3) en SYTOX voor het aantal
cellen waarvan respectievelijk de membraanpotentiaal en de membraan-
integriteit verloren gegaan zijn en SYTO9 en FITC-antilichamen voor het
totaal aantal (levende + dode) cellen.
4.2 STUDIE VAN HET FENOMEEN VAN ‘TRAILING’ IN SUSCEPTIBILITEITS-
TESTEN
In de NCCLS-methode wordt de MIC bepaald door de relatieve turbiditeit
(turbiditeit in de microtiterplaatkuipjes mét antimycoticum t.o.v. de turbiditeit in
het groeicontrolekuipje zonder antimycoticum) uit te zetten i.f.v. de
concentratie aan antimycoticum. Bijgevolg is de turbiditeit in het groeicontrole-
kuipje een cruciale factor bij de MIC-bepaling. Voor fluconazol vertonen heel
wat C. albicans stammen echter een ‘trailing endpoint’: de MIC bepaald na
24u is laag (≤ 8µg/ml), waarbij de stam als gevoelig wordt aangeduid, terwijl
de MIC bepaald na 48u sterk verhoogd is (≥ 64µg/ml) en de stam voor
resistent wordt aangezien (Revankar et al., 1998). Het mechanisme van het
‘trailing endpoint’ (verschuiving van de MIC) wordt verduidelijkt in Fig. 7.4.
Wanneer tussen 24 en 48u de turbiditeit in de kuipjes met een hoge
concentratie aan FCZ evenredig (bv. x2 in beide gevallen) stijgt met de
turbiditeit in de groeicontrole (van de zwarte volle lijn naar de zwarte
stippellijn, Fig. 7.4A), zullen de relatieve turbiditeiten na 24 en na 48u
samenvallen (de volle zwarte lijn, Fig. 7.4B) en is er geen verschuiving van de
MIC (in de Fig.: 0,25µg/ml). Er zijn theoretisch twee situaties denkbaar waarbij
er wel een verschuiving van de MIC kan voorkomen. In een eerste situatie zal
tussen 24 en 48u de turbiditeit in zowel het controlekuipje als in de kuipjes
met hoge concentratie aan FCZ stijgen, maar de stijging in deze laatste zal
proportioneel groter zijn (van de zwarte volle lijn naar de rode stippellijn, Fig.
7.4A). Een tweede mogelijkheid is dat er tussen 24 en 48u géén stijging in de
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turbiditeit van de controle, maar wel in de kuipjes met hoge FCZ concentraties
(van de volle zwarte lijn naar de volle rode lijn, Fig. 7.4A) optreedt. In beide
gevallen zal de relatieve turbiditeit na 48u bijgevolg hoger liggen dan na 24u
(respectievelijk de rode volle lijn en de zwarte volle lijn, Fig. 7.4B), met een
verschuiving van de MIC tot gevolg (in de Fig.: van 0,25µg/ml naar ≥64µg/ml).
De trailing strekt zich dus uit van 0,25µg/ml tot ≥64µg/ml. Waardoor beide
‘trailing endpoint’ situaties veroorzaakt kunnen worden is niet gekend.
In dit deel van het onderzoek worden op een ‘trailing’ en een ‘non-
trailing’ stam twee aspecten onderzocht die een invloed kunnen hebben op
het ‘trailing’ fenomeen, nl. de graad van celvitaliteit/-mortaliteit (zie 4.2.1) en
twee proceduregebonden factoren (zie 4.2.2).
4.2.1 Leven-dood status van de cellen
In de eerste situatie van ‘trailing endpoint’ moet vooral gezocht worden
naar welke aspecten een invloed kunnen hebben op de groei van de
gistcellen in aanwezigheid van het FCZ. Een mogelijke oorzaak voor het
verschil in groei tussen een ‘trailing’ en een ‘non-trailing’ stam kan een
verschil in de fractie van de overlevende cellen zijn. Een groter percentage
BA
Fig. 7.4: Schematische voorstelling van de situaties waarbij een ‘trailing endpoint’ wordt
waargenomen bij de MIC-bepaling. De absolute turbiditeit (A) en de relatieve turbiditeit (B) zijn
uitgezet i.f.v. de concentratie aan antimycoticum.
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aan cellen die de inwerking van het antimycoticum overleven zou een sterkere
toename in groei tussen 24u en 48u kunnen verklaren bij een ’trailing’ stam in
vergelijking met een ‘non-trailing’ stam. Om deze hypothese te verifiëren
worden voor één ‘trailing’ stam en één ‘non-trailing’ stam, na 24u incubatie
volgens de NCCLS-procedure, m.b.v. de plaatmethode en VFC
(ChemChrome®V6, SYTOX en SYTO merking) eventuele verschillen in de
aantallen kweekbare, leefbare en dode cellen nagegaan. De 2 teststammen
worden geselecteerd uit een reeks van zeven C. albicans isolaten (2 ‘non-
trailing’ stammen: IHEM 9559 en IHEM 10284; 5 vermoedelijke ‘trailing’
stammen: C. albicans 98/472, C. albicans 98/463, C. albicans 200/311, C.
albicans 98/468 en C. albicans 98/456). De ‘non-trailing’ (NT) stam en de
‘trailing’ (T) stam worden uitgekozen op basis van hun groei in de NCCLS-
susceptibiliteitstest met FCZ na 24 en 48u.
4.2.2 Proceduregebonden factoren
Volgens een studie van Cuenca-Estrella et al. (2002) zouden minder
Candida spp. isolaten ‘trailing’ vertonen in de EUCAST-procedure in
vergelijking met de NCCLS-procedure. Dit toont aan dat het fenomeen van
‘trailing’ en bijgevolg ook het ‘trailing endpoint’ proceduregebonden zouden
kunnen zijn. Er wordt daarom eerst nagegaan of de ‘trailing’ van de
uitgekozen T-stam even sterk tot uiting komt in de EUCAST- als in de
NCCLS-procedure. Wanneer blijkt dat de ‘trailing’ afhankelijk is van de
gebruikte procedure, zal verder onderzoek gericht zijn op de invloed van de
factoren die verschillen tussen de beide procedures. Er zijn drie opmerkelijke
verschillen: de vorm van de kuipjes van de microtiterplaat (zie 3.4.2.3), het
glucosegehalte van het medium (zie 3.4.2.1) en de concentratie van het
inoculum (3.4.2.5). Enkel de eerste twee factoren worden onderzocht.
4.2.2.1 De kuipjesvorm
In de EUCAST-procedure worden microtiterplaten met een vlakke
bodem gebruikt, in de NCCLS-procedure microtiterplaten met U-vormige
kuipjes. De invloed van de kuipjesvorm op de ‘trailing’ wordt nagegaan door
beide procedures in parallel uit te voeren in beide soorten microtiterplaten.
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Aangezien in U-vormige kuipjes de cellen geconcentreerd worden in het
midden van de kuipjesbodem en in vlakke kuipjes de cellen over een groter
bodemoppervlak verspreid zijn (zie Fig. 7.3), kan de kuipjesvorm een invloed
hebben op de gemeten turbiditeit. Daarbij zou ook de hoeveelheid aanwezige
cellen een rol kunnen spelen. Om dit na te gaan wordt een verdunningsreeks
van een C. albicans celsuspensie in beide soorten microtiterplaten gemaakt
en wordt de turbiditeit ervan gemeten.
4.2.2.2 Het glucosegehalte
In de EUCAST-procedure wordt een glucosegehalte van 2% gebruikt,
terwijl dit in de NCCLS-procedure 0,2% is. Glucose kan een sterke invloed
hebben op de groei van gisten. Zo kan een glucosetekort leiden tot een
remming van de groei (Cuenca-Estrella et al., 2001). Dit zou eventueel een
oorzaak kunnen zijn van de hierboven beschreven tweede ‘trailing endpoint’
situatie, waarbij in de controle geen toename van groei/turbiditeit meer
optreedt in de periode tussen 24 en 48u. Om na te gaan of één van de
stammen in de NCCLS-procedure een gebrek aan glucose krijgt in de
groeiperiode tussen 24 en 48u, wordt na 24u in één microtiterplaat het
glucosegehalte verhoogd tot 2% en het effect hiervan vergeleken met dat van
0,2% glucose.
Een snellere groei van één van de stammen zou kunnen leiden tot een
sneller glucoseverbruik en bijgevolg een sneller glucosegebrek in glucosearm
milieu (0,2%). Daarom worden de groei van de beide stammen en het effect
van glucose en fluconazol op de
groei nagegaan. Hierbij moet
rekening gehouden worden met
de vier groeifasen van een micro-
organisme (Fig. 7.5).
1. Lag-fase: periode vóór de
vermenigvuldiging van de cellen.
2. Log-fase: periode waarin de
groei plaatsvindt; hierbij wordt het Fig. 7.5: Verschillende fasen in de groei van een
micro-organisme.
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aantal na elke generatietijd verdubbeld (= verdubbelingstijd). De
verdubbelingstijd bepaalt de helling van de log-fase curve.
3. Stationaire fase: periode waarin het aantal levende cellen per ml constant
blijft.
4. Afstervingsfase: periode waarin het aantal levende cellen per ml afneemt.
Bij de turbidimetrische bepaling wordt geen onderscheid gemaakt tussen
levende en dode cellen, maar wordt het totaal aantal cellen bepaald, wat in
een sigmoïdale curve resulteert (Fig. 7.5). Het totaal aantal cellen en bijgevolg
ook de turbiditeit nemen tijdens en na de stationaire fase nog maar weinig toe,
zodat van een ‘maximale turbiditeit’ en een ‘maximaal aantal cellen’
gesproken kan worden. Afhankelijk van de groeifase waarin een wijziging
optreedt, is het effect op de turbiditeit en het aantal cellen verschillend. Bij een
verkorting van de lag-fase start de log-fase sneller en worden de stationaire
fase, de maximale turbiditeit en het maximaal aantal cellen sneller bereikt. In
het geval van een verkorting van de log-fase (met behoud van de
verdubbelingstijd) treedt de stationaire fase sneller in, met een lager maximaal
aantal cellen en een verminderde maximale turbiditeit tot gevolg. Ook de
helling van de groeicurve kan gewijzigd worden door een verandering in de
verdubbelingstijd tijdens de log-fase. Een kortere verdubbelingstijd leidt tot het
sneller bereiken van de maximale turbiditeit en het maximaal aantal cellen.
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5. RESULTATEN
5.1 VFC TOEGEPAST IN DE NCCLS-SUSCEPTIBILITEITSTEST
De turbiditeit in functie van de concentratie aan antimycoticum wordt
nagegaan na een incubatie van de geïnoculeerde microtiterplaat gedurende 4,
6, 18, 24, 48 en 72u voor FCZ of gedurende 14, 24 en 48u voor AMB en CAS.
De resultaten worden weergegeven in de Figuren 7.6-7.8. Voor FCZ is pas na
18u incubatie een turbiditeit waar te nemen in de kuipjes met een lage FCZ
concentratie (<0,25µg/ml) die hoger is dan in de kuipjes met hoge FCZ
concentraties (Fig. 7.6). Dit verschil wordt groter na 24 en 48u en is opnieuw
minder uitgesproken na 72u. De MIC ligt bij 0,25µg/ml. De turbiditeit in de
kuipjes zowel vóór als voorbij de MIC stijgt met de incubatietijd. Voor AMB en
CAS is pas na 24u een klein verschil waarneembaar in turbiditeit tussen lage
en hoge concentraties aan antimycoticum (Fig. 7.7, 7.8). Na 48u incubatie
wordt een zeer duidelijke daling in de turbiditeit bekomen en kan voor AMB en
CAS een MIC bepaald worden van respectievelijk 0,25µg/ml en 0,5µg/ml. Bij
een langere incubatie stijgt de turbiditeit enkel bij concentraties < de MIC.
Fig. 7.6: Turbiditeit i.f.v. van de concentratie
aan fluconazol na verschillende incubatie-
tijden.
Fig. 7.7: Turbiditeit i.f.v. de concentratie aan
amfotericine B na verschillende incubatie-
tijden.
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De kweekbaarheid en de leven-dood status van de C. albicans cellen in
de NCCLS-procedure na 14u (FCZ) of na 18u (AMB, CAS) incubatie worden
nagegaan met respectievelijk de plaatmethode en VFC. De absolute aantallen
cellen gedetecteerd met beide procedures worden voorgesteld in de Figuren
7.9A, 7.10A en 7.11A. Met de plaatmethode is voor de drie antimycotica een
abrupte daling in het koloniegetal (kweekbare cellen) waarneembaar bij de
MIC. Ook het VFC celgetal na merking met ChemChrome®V6 (leefbare
cellen), SYTO9 en FITC-AL (beide totaal aantal cellen) daalt abrupt rond de
MIC’s. Voor elk antimycoticum is de daling in het VFC celgetal gelijklopend
met de daling in het koloniegetal. Het aantal gedetecteerde cellen gemerkt met
DiBAC4(3) en SYTOX ligt laag voor de drie antimycotica.
Fig. 7.9A: Absoluut aantal cellen gedetecteerd
m.b.v. uitplating en VFC na merking met 5
fluorescente probes i.f.v. de concentratie aan
fluconazol.
Fig. 7.9B: Relatief aantal cellen (t.o.v. het aantal
cellen gemerkt met SYTO 9) gedetecteerd m.b.v.
uitplating en VFC na merking met 4 fluorescente
probes i.f.v. de concentratie aan fluconazol.
Fig. 7.8: Turbiditeit i.f.v. de concentratie aan
caspofungine na verschillende incubatie-
tijden.
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 In de Figuren 7.9B, 7.10B en 7.11B is voor de verschillende
fluorescente merkingsprocedures en de plaatmethode het relatieve celgetal
(de verhouding van het aantal gedetecteerde cellen t.o.v. het totaal aantal
cellen gedetecteerd na SYTO9 merking) uitgezet i.f.v. de concentratie aan
antimycoticum. Deze relatieve gegevens tonen bij de MIC voor FCZ
(0,25µg/ml) een sterke daling in het aantal cellen gemerkt met
ChemChrome®V6 en een gelijktijdige zwakke stijging van het aantal cellen
gemerkt met DiBAC4(3) en SYTOX (Fig. 7.9B) Bij een FCZ concentratie >
Fig. 7.11A: Absoluut aantal cellen gedetecteerd
m.b.v. uitplating en VFC na merking met 5
fluorescente probes i.f.v. de concentratie aan
caspofungine.
Fig. 7.10A: Absoluut aantal cellen gedetecteerd
m.b.v. uitplating en VFC na merking met 5
fluorescente probes i.f.v. de concentratie aan
amfotericine B.
Fig. 7.10B: Relatief aantal cellen (t.o.v. het aantal
cellen gemerkt met SYTO 9) gedetecteerd m.b.v.
uitplating en VFC na merking met 4 fluorescente
probes i.f.v. de concentratie aan amfotericine B.
Fig. 7.11B: Relatief aantal cellen (t.o.v. het aantal
cellen gemerkt met SYTO 9) gedetecteerd m.b.v.
uitplating en VFC na merking met 4 fluorescente
probes i.f.v. de concentratie aan caspofungine.
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2,0µg/ml wordt deze stijging sterker. Tot aan de hoogste concentratie aan
FCZ kunnen C. albicans cellen uitgroeien op de platen en kan er bijgevolg
geen MFC worden bepaald. Opmerkelijk is dat bij concentraties > MIC het
aantal ChemChrome®V6 gemerkte cellen (leefbare cellen) veel lager is (<1%)
dan het koloniegetal (kweekbare cellen), bekomen na uitplating in afwezigheid
van FCZ.
Voor AMB treedt bij de MIC van 0,25µg/ml een daling op van het aantal
ChemChrome®V6 gemerkte cellen en een stijging van het aantal cellen,
gemerkt met DiBAC4(3) en SYTOX (Fig. 7.10B). Deze stijging is sterker met
de DiBAC4(3) merking. Bij de MFC (1µg/ml), waarbij geen groei meer op de
plaat verkregen wordt, worden met DiBAC4(3) evenveel cellen gedetecteerd
als met SYTO9. Voor SYTOX is dit pas het geval bij een concentratie van
4µg/ml.
Hoewel voor CAS bij de MIC (0,5µg/ml) het aantal cellen gemerkt met
ChemChrome®V6 daalt, worden er nog relatief veel gedetecteerd bij hoge
CAS concentraties (Fig. 7.11B). Bijgevolg worden hier, in tegenstelling tot
FCZ, bij hoge concentraties aan antimycoticum leefbare cellen gedetecteerd
na ChemChrome®V6 merking, terwijl er geen kweekbare cellen meer
aantoonbaar zijn op de plaat. Vanaf de MIC wordt een sterke stijging
bekomen van het aantal cellen gemerkt met DiBAC4(3) en SYTOX. Bij de
MFC (1µg/ml), waarbij geen groei meer zichtbaar is op de plaat, worden na
SYTOX en DiBAC4(3) merking evenveel cellen aangetoond als na SYTO9
merking.
Er wordt verder nagegaan of de MIC voor FCZ reeds kan worden
bepaald na een incubatie van 4 of 6u m.b.v. de merkers ChemChrome®V6 en
SYTO9. Na 4u is een MIC-bepaling nog niet mogelijk wegens een onduidelijke
daling in het aantal cellen rond een bepaalde FCZ concentratie. Na 6u
incubatie zijn de cellen in de controle en bij een lage FCZ concentratie
(0,13µg/ml) voldoende vermenigvuldigd, zodat een daling in het aantal
gedetecteerde cellen rond de MIC duidelijk waarneembaar is (Fig. 7.12).
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5.2 STUDIE VAN HET FENOMEEN VAN ‘TRAILING’ IN SUSCEPTIBILITEITS-
TESTEN
5.2.1 Stammen met ‘trailing endpoints’
Een reeks van 7 C. albicans stammen wordt getest op ‘trailing’ groei.
Van de vijf geteste vermoedelijke ‘trailing’ stammen komt ‘trailing’ het meest
tot uiting bij de C. albicans 98/472 stam (T). Als ‘non-trailing’ stam wordt C.
albicans IHEM 9559 (NT) gekozen. In Fig. 7.13 is de relatieve turbiditeit (t.o.v.
de groeicontrole) uitgezet i.f.v. de concentratie aan FCZ. Bij de T-stam is er na
48u incubatie een duidelijke toename in relatieve turbiditeit in vergelijking met
24u, terwijl dit verschil minimaal is bij de NT-stam. Deze toename in relatieve
turbiditeit is dermate groot dat de T-stam een ‘trailing endpoint’ vertoont: na
24u is de MIC 50% 0,25µg/ml, na 48u 64µg/ml. Voor de NT-stam is de MIC
50% 0,25µg/ml, zowel na 24 als na 48u. Dit wordt in meerdere testen
bevestigd.
Fig. 7.12: VFC celgetal na merking met
ChemChrome®V6 en SYTO9 i.f.v. de
concentratie aan fluconazol na 6u
incubatie.
0,00
20,00
40,00
60,00
80,00
100,00
120,00
0 0,063 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64
 Fluconazol concentratie (µg/ml)
% 
tu
rb
idi
tei
t t
.o.
v. 
gr
oe
ico
nt
ro
le
NT na 24u
NT na 48u
T na 24u
T na 48u
Fig. 7.13: Relatieve (%) turbiditeit (t.o.v. de groeicontrole) voor de NT- en de T-stam na
24u en na 48u incubatie i.f.v. de concentratie aan fluconazol.
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5.2.2 Leven-dood status van de cellen
Er wordt nagegaan of ‘ trailing’ te verklaren is door een verschil in
kweekbaarheid (koloniegetal) of in leven-dood status (VFC celgetal na
merking met verschillende fluorochromen) van de cellen van beide stammen.
Voor de NT- en de T-stam worden in Fig. 7.14 de relatieve koloniegetallen en
VFC celgetallen (t.o.v. het totaal VFC celgetal na SYTO9 merking) uitgezet
i.f.v. de concentratie aan FCZ. Voor beide stammen worden gelijkaardige
curven bekomen, met het grootste verschil bij de ChemChrome®V6 merking.
Verdere experimenten tonen echter aan dat dit verschil niet significant is. Voor
zowel de NT- als de T-stam bedraagt in afwezigheid van FCZ de gemiddelde
verhouding van de uitplating t.o.v. SYTO9 0,94 (SD 0,08). In aanwezigheid
van FCZ bedraagt deze verhouding respectievelijk 0,44 (SD 0,11) en 0,53 (SD
0,10) voor de NT- en de T-stam. Het aantal gedetecteerde cellen na SYTOX
merking neemt geleidelijk toe voor beide stammen naarmate de concentratie
aan FCZ stijgt.
Fig. 7.14: Relatief aantal cellen (t.o.v. het totaal VFC celgetal na SYTO9 merking) van de NT-
stam (links) en de T-stam (rechts), bepaald na 24u incubatie op basis van een merking met
de fluorochromen ChemChrome®V6 [v6] en SYTOX en van uitplating in aanwezigheid [p+f] en
afwezigheid [p-f] van fluconazol, i.f.v. de concentratie aan fluconazol.
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5.2.3 Proceduregebonden factoren
5.2.3.1 Vergelijking tussen de NCCLS- en de EUCAST-procedure
Om het fenomeen van ‘trailing’ in de NCCLS-susceptibiliteitstest te
bestuderen wordt deze procedure eerst in parallel met de EUCAST-procedure
toegepast op de NT- en de T-stam. Voor beide stammen liggen de absolute
turbiditeiten in de EUCAST-procedure hoger dan in de NCCLS-procedure. Dit
is het meest uitgesproken bij de groeicontrole (0µg FCZ /ml) (Fig. 7.15).
Om de MIC te kunnen bepalen wordt de verhouding van de turbiditeit
van de kuipjes mét FCZ t.o.v. de turbiditeit van de groeicontrole (zonder FCZ)
uitgezet i.f.v. de concentratie aan FCZ (Fig. 7.16). Bij de NT-stam verschillen
de relatieve turbiditeiten bekomen na 24u en na 48u nauwelijks (met MIC
0,25µg/ml), ongeacht de procedure (NCCLS of EUCAST) (Fig. 7.16). Bij de T-
Fig. 7.16: Relatieve turbiditeit (t.o.v. de groeicontrole) na 24u en na 48u in de NCCLS- (links) en de
EUCAST- (rechts) procedure bekomen voor de NT- en de T-stam i.f.v. de concentratie aan fluconazol.
Fig. 7.15: Absolute turbiditeit na 24u en na 48u in de NCCLS- (links) en de EUCAST- (rechts)
procedure bekomen voor de NT- en de T-stam i.f.v. de concentratie aan fluconazol.
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stam daarentegen is dit verschil in relatieve turbiditeit bekomen na 24u (MIC
0,25µg/ml) en 48u (MIC ≥ 64µg/ml) groot in de NCCLS-procedure, maar niet
in de EUCAST-procedure (MIC 0,25µg/ml).
5.2.3.2 De kuipjesvorm
 De invloed van de vorm van de microtiterplaatkuipjes op de ‘trailing’
wordt nagegaan door de susceptibiliteitstesten volgens de NCCLS- en de
EUCAST-procedure in parallel uit te voeren in microtiterplaten met U-vormige
kuipjes én microtiterplaten met kuipjes die een vlakke bodem hebben. Bij
toepassing van de EUCAST-procedure op de NT- en de T-stam is er geen
verschil in turbiditeit tussen de microtiterplaten waarvan de kuipjes een vlakke
bodem of een U-vormige bodem bezitten (Fig. 7.17) en evenmin een verschil
in MIC (0,25µg/ml).
Fig. 7.17: Relatieve turbiditeit (t.o.v. de groeicontrole), bekomen in kuipjes met vlakke en U-vormige
bodem na 24u en 48u, i.f.v. de concentratie aan fluconazol in de EUCAST-procedure voor de NT-
stam (links) en de T-stam (rechts).
Fig. 7.18: Relatieve turbiditeit (t.o.v. de groeicontrole), bekomen in kuipjes met vlakke en U-vormige
bodem na 24u en 48u, i.f.v. de concentratie aan fluconazol in de NCCLS-procedure voor de NT-
stam (links) en de T-stam (rechts).
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De toepassing van de NCCLS-procedure op de NT-stam levert in
microtiterplaten met vlakke kuipjes iets lagere turbiditeitswaarden op in
vergelijking met microtiterplaten die kuipjes met een U-vormige bodem
bevatten (Fig. 7.18). Er is een lichte toename in de relatieve turbiditeit na 48u
t.o.v. 24u, maar de MIC blijft gelijk. Voor de T-stam is de relatieve turbiditeit in
de NCCLS-procedure opmerkelijk hoger voor microtiterplaten met U-vormige
kuipjes in vergelijking met microtiterplaten waarvan de kuipjes een vlakke
bodem hebben (Fig. 7.18). De relatieve turbiditeit na 48u is t.o.v. 24u in de U-
vormige kuipjes sterker toegenomen dan in de kuipjes met vlakke bodem, met
een verschuiving van de MIC (0,25 naar ≥ 64µg/ml) tot gevolg.
Er wordt verder nagegaan welke invloed de kuipjesvorm heeft op de
turbiditeitsmetingen met de Victor2TM. De turbiditeit van een verdunningsreeks
van een celsuspensie van de T-stam is niet verschillend bij meting in een
microtiterplaat met U-vormige kuipjes in vergelijking met een microtiterplaat
waarvan de kuipjes een vlakke bodem hebben.
5.2.3.3 Het glucosegehalte
 Invloed van de toevoeging van glucose na 24u incubatie op ‘trailing’ in
de NCCLS-procedure
De invloed van glucose op de ‘trailing’ wordt nagegaan door de
concentratie aan glucose in de NCCLS-procedure (U-vormige kuipjes) na 24u
incubatie te verhogen tot 2%. Bij de NT-stam is de toename in absolute
turbiditeit van de groeicontrole tussen 24u en 48u veel sterker wanneer extra
glucose wordt toegevoegd (Fig. 7.19). Voorbij de MIC (0,25µg/ml) is er geen
verschil meer in turbiditeit tussen de kuipjes met en zonder extra glucose. De
relatieve turbiditeitswaarden (t.o.v. de turbiditeit van de groeicontrole) i.f.v. de
concentratie aan FCZ tonen een lichte toename na 48u t.o.v. 24u voor de
kuipjes zonder extra glucose, terwijl dit niet het geval is voor de kuipjes
waaraan extra glucose werd toegevoegd (Fig. 7.19).
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Voor de T-stam stijgt door toevoeging van extra glucose de absolute
turbiditeit van de groeicontrole tussen 24u en 48u, terwijl de turbiditeit
onveranderd blijft als er geen extra glucose wordt toegevoegd (Fig. 7.20).
Voorbij de MIC (0,25µg/ml) is de toename in turbiditeit na 48u t.o.v. 24u
onafhankelijk van de aanwezigheid van extra glucose. De relatieve turbiditeit
(t.o.v. de turbiditeit in de groeicontrole) i.f.v. de concentratie aan FCZ toont in
de kuipjes mét antimycoticum een sterke toename na 48u zonder extra
glucosetoevoeging en een lichte toename in aanwezigheid van extra glucose
(Fig. 7.20).
Fig. 7.20: Absolute turbiditeit (links) en relatieve turbiditeit (t.o.v. de groeicontrole) (rechts)
voor de T-stam in U-vormige kuipjes na incubatie gedurende 24u (zonder extra glucose [‘T -
24’]) en 48u (met [‘T + 48’] en zonder [‘T - 48u’] extra glucose), i.f.v. de concentratie aan
fluconazol.
Fig. 7.19. Absolute turbiditeit (links) en relatieve turbiditeit (t.o.v. de groeicontrole) (rechts) voor de
NT-stam in U-vormige kuipjes na incubatie gedurende 24u (zonder extra glucose [‘NT - 24]) en
48u (met [‘NT + 48’] en zonder [‘NT - 48u’] extra glucose), i.f.v. de concentratie aan fluconazol.
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 Invloed van het glucosegehalte op de groei
Uit de verschillen in absolute turbiditeit van de groeicontrole mét en
zonder toevoeging van extra glucose blijkt dat glucose een sterke invloed
heeft op de groei. Om dit verder na te gaan, worden voor beide stammen
groeicurven opgesteld in aan- en afwezigheid van glucose en FCZ. Aan de
hand van de log-fase (lineair gedeelte van de curve) kan de verdubbelingstijd
worden berekend. De T-stam vertoont een kortere verdubbelingstijd en een
kortere lag-fase dan de NT-stam en deze worden weinig beïnvloed door de
aanwezigheid van extra glucose (Tabel 7.1). De afwezigheid van glucose leidt
wel tot een kortere log-fase (en bijgevolg een sneller bereiken van de
stationaire fase) bij de T-stam, terwijl dit bij de NT-stam niet het geval is (Fig.
7.21). De aanwezigheid van FCZ leidt bij beide stammen tot een verlenging
van de verdubbelingstijd (Fig. 7.21 en Tabel 7.1), die niet beïnvloed wordt
door de aanwezigheid van glucose (Tabel 7.1). De verhoudingen van de
verdubbelingstijden in aan- en afwezigheid van FCZ bedragen voor de NT- en
de T-stam in glucoserijk medium respectievelijk 1,22 en 1,23, en in glucose-
arm medium 1,22 en 1,25.
Verdubbelingstijd (min)
Medium NT-stam T-stam
+ G
- FCZ 177,3 148,2
- G
- FCZ 165,6 140,6
+ G
+ FCZ 216,7 181,3
- G
+ FCZ 201,3 176,5
Tabel 7.1: Verdubbelingstijden van de NT-
stam en de T-stam in aan- (+) en afwezigheid
(-) van glucose (G) en fluconazol (FCZ) in
het medium (RPMI 1640).
Fig. 7.21: Groeicurven van de NT- en de
T-stam in glucose-arm medium in aan-
en afwezigheid van fluconazol en
groeicurven van de NT- en de T-stam in
aanwezigheid van extra glucose en in
afwezigheid van fluconazol.
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 Gecombineerd effect van de kuipjesvorm en van de toevoeging van
extra glucose
Zowel de toevoeging van extra glucose als het gebruik van kuipjes met
een vlakke bodem lijkt de ‘trailing’ van de T-stam te onderdrukken. Vier
procedures worden met elkaar vergeleken:
- de standaard NCCLS-procedure (U-vormige kuipjes, geen extra glucose)
- de NCCLS-procedure met toevoeging van extra glucose (tot 2%) van bij het
begin (U-vormige kuipjes)
- de NCCLS-procedure met toevoeging van extra glucose (tot 2%) van bij het
begin, in kuipjes met een vlakke bodem
- de standaard EUCAST-procedure (2% glucose, kuipjes met vlakke bodem)
In de standaard NCCLS-procedure wordt voor de T-stam geen verschil
in absolute turbiditeit van de groeicontrole (0µg/ml) tussen 24u en 48u
waargenomen, terwijl er wel een stijging is in de kuipjes mét FCZ (Fig. 7.22).
De NT-stam geeft zowel in de groeicontrole als in de kuipjes met FCZ een
lichte toename in turbiditeit. De relatieve turbiditeitswaarden (t.o.v. de
turbiditeit van de groeicontrole) i.f.v. de FCZ concentratie stijgen bij de T-stam
duidelijk na 48u t.o.v. 24u, terwijl er nauwelijks een toename is bij de NT-stam
(Fig. 7.22). Door deze stijging vertoont de T-stam een ‘trailing endpoint’ (MIC
50%: 0,25µg/ml na 24u, ≥64µg/ml na 48u), de MIC 50% voor de NT-stam
bedraagt zowel na 24 als 48u 0,25µg/ml.
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Fig. 7.22: Absolute turbiditeit (links) en relatieve turbiditeit (t.o.v. de groeicontrole) (rechts) na 24u en
na 48u, bekomen in de NCCLS-procedure voor de NT- en de T-stam, i.f.v. de concentratie aan
fluconazol.
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De turbiditeit van de groeicontrole in de NCCLS-procedure in
aanwezigheid van extra glucose (2%) stijgt sterk na 48u t.o.v. 24u (Fig. 7.23)
voor zowel de NT- als de T-stam. Voorbij de MIC 50% (0,25µg/ml) is er vooral
een toename in turbiditeit bij de T-stam en slechts een zeer lichte toename bij
de NT-stam. De relatieve turbiditeitswaarden voor de T-stam stijgen duidelijk
voorbij de MIC tussen 24u en 48u (Fig. 7.23). Deze stijging is echter wel
minder uitgesproken dan in de standaard NCCLS-procedure, waardoor er
geen ‘trailing endpoint’ meer waargenomen wordt (MIC 50%: 0,25µg/ml na
24u en na 48u). Bij de NT-stam is er bijna geen verschil in relatieve turbiditeit
tussen 24u en 48u (MIC 50%: 0,25µg/ml).
Fig. 7.23: Absolute turbiditeit (links) en relatieve turbiditeit (t.o.v. de groeicontrole) (rechts) na
24u en na 48u, bekomen in de NCCLS-procedure in U-vormige kuipjes met extra glucose
(2%) van bij het begin voor de NT- en de T-stam, i.f.v. de concentratie aan fluconazol.
Bij de uitvoering van de NCCLS-procedure met extra toegevoegd
glucose (2%) en met microtiterplaten waarvan de kuipjes een vlakke bodem
hebben, neemt de turbiditeit van de groeicontrole sterk toe tussen 24u en 48u
voor zowel de NT-stam als de T-stam (Fig. 7.24). Voorbij de MIC (0,25µg/ml)
is er een minimaal verschil tussen de resultaten. De uitzetting van de relatieve
turbiditeit (t.o.v. de groeicontrole) i.f.v. de FCZ concentratie geeft nauwelijks
een verschil tussen 24u en 48u voor beide stammen (Fig. 7.24). Ditzelfde
resultaat word ook bekomen met de EUCAST-procedure (Fig. 7.25).
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Fig. 7.24: Absolute turbiditeit (links) en relatieve turbiditeit (t.o.v. de groeicontrole) (rechts) na
24u en na 48u, bekomen in de NCCLS-procedure met extra glucose (2%) in microtiterplaten
waarvan de kuipjes een vlakke bodem bezitten voor de NT- en de T-stam, i.f.v. de
concentratie aan fluconazol.
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Fig. 7.25: Absolute turbiditeit (links) en relatieve turbiditeit (t.o.v. de groeicontrole) (rechts) na
24u en na 48u, bekomen in de EUCAST-procedure voor de NT- en de T-stam, i.f.v. de
concentratie aan fluconazol.
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6. BESPREKING
6.1 VFC TOEGEPAST IN DE NCCLS-SUSCEPTIBILITEITSTEST
De relatief recent beschikbaar gekomen fluorescente probes voor de
bepaling van de celvitaliteit en -mortaliteit kunnen een meer gedetailleerde
beoordeling toelaten van het effect van antifungale middelen op gisten (Pfaller
et al., 2004). In Hoofdstuk 6 werd aangetoond dat deze fluorescente probes
naast hun toepassing in epifluorescentiemicroscopie en flow cytometrie, ook
met VFC gecombineerd kunnen worden om de leven-dood status van
Candida spp. cellen te evalueren na contact met een antimycoticum. VFC
detectie van levende cellen is mogelijk met de fluorescente probe
ChemChrome®V6 (esterase-activiteit én membraanintegriteit), terwijl met de
probes SYTOX (membraanintegriteit) en DiBAC4(3) (membraanpotentiaal)
respectievelijk cellen met een niet-intact en gedepolariseerd membraan
(beschouwd als dode of stervende cellen) gedetecteerd worden. De
fluorescente merkers SYTO9 (membraanpermeant, DNA) en FITC-
antilichamen (oppervlak-epitopen) laten de bepaling van het totaal aantal
cellen toe. In dit onderzoeksgedeelte wordt het potentieel van VFC voor de
gevoeligheidsbepaling van C. albicans voor fluconazol, amfotericine B en
caspofungine geëvalueerd aan de hand van een bepaling van de MIC en de
MFC, en van de veranderingen in de leven-dood status van de cellen.
In tegenstelling tot de turbidimetrische bepaling (minimaal 24u), kan met
de verschillende merkingsprocedures, op basis van een sterke daling in het
aantal ChemChrome®V6 of SYTO9 gemerkte cellen, reeds na 14 à 18u
afgeleid worden waar de MIC van de drie antimycotica gelegen is. Voor
fluconazol blijkt dit na 6u incubatie reeds mogelijk.
Voor het fungistatisch fluconazol kunnen cellen die blootgesteld zijn aan
hoge concentraties (> MIC) en niet met ChemChrome®V6 gemerkt worden -en
dus ogenschijnlijk geen esterase-activiteit en/of intact membraan meer
bezitten - toch nog recupereren en uitgroeien wanneer ze worden uitgeplaat in
afwezigheid van FCZ. In het concentratiegebied voorbij de MIC wijst een lichte
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stijging van DiBAC4(3) en SYTOX gemerkte cellen op het behoud van een
intact membraan en van de membraanpotentiaal, ook bij vrij hoge
concentraties aan fluconazol. Het verlies van esterase-activiteit en/of
membraanintegriteit, aangetoond a.d.h.v. de ChemChrome®V6 merking,
impliceert dus niet noodzakelijk dat een cel niet meer kweekbaar is, terwijl een
intacte membraanintegriteit en membraanpotentiaal, waarvan het verlies
aangetoond wordt met respectievelijk de SYTOX en de DiBAC4(3) merking,
betere indicatoren blijken te zijn voor de kweekbaarheid.
De fungicide werking van het amfotericine B komt tot uiting in de
afwezigheid van groei bij concentraties boven de MIC. In tegenstelling tot
fluconazol gaat voor amfotericine B bij de MIC de kweekbaarheid van de
cellen even snel verloren als de esterase-activiteit (en/of membraan-
integriteit). Met het verlies van de esterase-activiteit is er een simultane
stijging van het aantal cellen met een gedepolariseerd membraan of
gecompromitteerde membraanintegriteit. De MFC, bepaald volgens de
kweekmethode, wordt ondersteund door de resultaten van de DiBAC4(3)
merking, terwijl die volgens de resultaten van de SYTOX merking hoger ligt.
De bepaling van de MFC voor amfotericine B op basis van kweek is echter
niet evident door het lang post-antifungaal effect* en de ‘carry-over’ van het
antimycoticum op de plaat. Omwille van beide redenen kan de MFC, bepaald
op basis van kweekbaarheid, onderschat worden (Liao et al., 1999). VFC in
combinatie met een SYTOX merking zou bijgevolg een beter alternatief
kunnen zijn om de fungicide werking van het amfotericine B te evalueren.
Ook de fungicide werking van het caspofungine komt tot uiting in het
lage aantal cellen dat teruggevonden wordt in het concentratiegebied voorbij
de MIC. Bij hogere concentraties aan antimycoticum blijven de esterase-
activiteit én de membraanintegriteit nog deels behouden, meer dan na
blootstelling aan amfotericine B. De cellen bevinden zich hier in een ‘leefbare
maar niet-kweekbare’ toestand. Bij de MIC tonen de DiBAC4(3) en de SYTOX
merking een sterke stijging van het aantal cellen met respectievelijk een
gedepolariseerd of een gecompromitteerd membraan en het maximaal aantal
gemerkte cellen voor beide fluorochromen wordt bereikt bij de MFC.
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Voor alle geteste antimycotica worden met turbidimetrie, uitplating en
merking met ChemChrome®V6, SYTO9 en FITC-AL in het controlekuipje
lagere aantallen cellen teruggevonden dan in het daaropvolgende kuipje met
de laagste concentratie aan antimycoticum. Dit wijst op een hogere esterase-
activiteit en een snellere deling van de cellen in aanwezigheid van lage
concentraties aan antimycoticum (Greenman et al., 1997). Bij de
microscopische validatie wordt duidelijk een effect van de antimycotica op de
morfologie van de cellen waargenomen. Zoals in andere studies ook werd
beschreven (Bernhardt et al., 2003), worden grotere cellen teruggevonden in
aanwezigheid van een antimycoticum.
6.2 STUDIE VAN HET FENOMEEN VAN ‘TRAILING’ IN SUSCEPTIBILITEITS-
TESTEN
In de NCCLS-susceptibiliteitstest komt het voor dat Candida spp. (vnl. C.
albicans) stammen door een sterke ‘trailing’ groei (onduidelijke groeireductie)
een ‘trailing endpoint’ (verschuiving van de MIC van een lage waarde naar
een hoge waarde tussen 24u en 48u) vertonen in aanwezigheid van een
fungistatisch antimycoticum zoals fluconazol (Revankar et al., 1998). Hierdoor
worden na 24u incubatie de stammen als gevoelig beschouwd tegen het
antimycoticum en na 48u incubatie als resistent. In-vivo resultaten tonen
nochtans dat deze stammen eigenlijk inherent gevoelig zijn aan het
antimycoticum (Marr et al., 1999). Er worden twee factoren onderzocht die
een invloed kunnen hebben op de ‘trailing’ groei van de gisten, nl. de leven-
dood status van de cellen en proceduregebonden elementen.
6.2.1 Leven-dood status van de cellen
Een mogelijke oorzaak voor het verschil in ‘trailing’ tussen Candida spp.
stammen is een verschil in leven-dood status van de cellen (zie 4.2.1). Het
fenomeen van ‘trailing’ zou immers kunnen verklaard worden op basis van de
aanwezigheid van cellen die toch nog in staat zijn zich te vermenigvuldigen in
aanwezigheid van het antimycoticum en die bijgevolg voor een toegenomen
groei kunnen zorgen in de periode tussen 24u en 48u. Bij een ‘trailing’ stam
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zou dat aantal eventueel hoger liggen dan bij een ‘non-trailing’ stam. Er wordt
echter met VFC en de fluorescente probes ChemChrome®V6, SYTO9 en
SYTOX geen duidelijk verschil in leven-dood status gedetecteerd tussen de
‘trailing’ en de ‘non-trailing’ stam en met de plaatmethode wordt evenmin een
verschil in kweekbaarheid (koloniegetal) waargenomen. Meer bepaald zijn de
aantallen kweekbare, levende en dode cellen voor beide stammen na 24u
inwerking van FCZ vergelijkbaar.
6.2.2 Proceduregebonden factoren
Uit de vergelijking van de resultaten bekomen met de NCCLS- en de
EUCAST-procedure blijkt dat het fenomeen van ‘trailing’ proceduregebonden
is. De ‘trailing’ stam vertoont geen ‘trailing’ groei in de EUCAST-procedure, in
tegenstelling tot de NCCLS-procedure. Daarom worden twee factoren die
fundamenteel verschillen tussen de EUCAST- en de NCCLS-procedure, nl. de
vorm van de kuipjes in de microtiterplaat (4.2.2.1) en het glucosegehalte in het
medium (4.2.2.2), verder onderzocht.
6.2.2.1 De kuipjesvorm
De uitgevoerde experimenten leiden tot drie besluiten: (i) de vorm van de
kuipjes in microtiterplaat beïnvloedt enkel de resultaten van de NCCLS-
procedure en niet die van de EUCAST-procedure, (ii) de invloed in de
NCCLS-procedure is stamgebonden aangezien voor de ‘non-trailing’ stam het
effect van de kuipjesvorm heel beperkt is, terwijl voor de ‘trailing’ stam het
‘trailing’ effect vooral optreedt in U-vormige kuipjes, (iii) de in de Victor2TM
gemeten turbiditeit van verschillende celverdunningen is onafhankelijk van de
kuipjesvorm, zodat het verschil in ‘trailing’ niet verklaard kan worden op basis
van een samenspel tussen de factor ‘aantal cellen’ en de factor ‘kuipjesvorm’.
In de NCCLS-procedure kan het verschil in de resultaten bekomen met U-
vormige kuipjes en de kuipjes met vlakke bodem mogelijks verklaard worden
doordat de vorm van de kuipjes een invloed heeft op de adhesie van de cellen
tijdens de 48u incubatie, wat een effect zou kunnen hebben op de gemeten
turbiditeit. Deze invloed hangt echter ook samen met een (nog niet
achterhaalde) stamgebonden eigenschap (bv. verschil in biofilmvorming?). De
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EUCAST resultaten voor beide stammen worden daarentegen niet beïnvloed
door de kuipjesvorm. Bijgevolg moeten er andere proceduregebonden
factoren zijn, zoals de glucoseconcentratie of de concentratie van het
inoculum, die dit effect niet meer tot uiting laten komen in de EUCAST-test.
Verdere resultaten tonen echter dat in de NCCLS-procedure mét extra
toevoeging van glucose de ‘trailing’ bij de NT-stam nog steeds duidelijker is in
de U-vormige kuipjes (Fig. 7.23) dan in de kuipjes met een vlakke bodem (Fig.
7.24). Bijgevolg is het wellicht een andere factor dan de glucose-concentratie,
bv. de concentratie van het inoculum, die de invloed van de kuipjesvorm in de
EUCAST-procedure teniet doet.
6.2.2.2 Het glucosegehalte
Voor de ‘trailing’ stam is er, in tegenstelling tot de ‘non-trailing’ stam, een
duidelijk geringere toename van de turbiditeit van de groeicontrole, tussen 24u
en 48u in de NCCLS- tegenover de EUCAST-procedure. Het al dan niet tot
uiting komen van het ‘trailing’ effect hangt sterk af van die groeicontrole
vermits de andere waarden hiermee worden vergeleken (berekening van de
relatieve turbiditeit) bij de MIC-bepaling. Een sterkere toename in het aantal
cellen (of hogere turbiditeitstoename) in het controle-kuipje t.o.v. de andere
kuipjes tussen 24u en 48u zorgt ervoor dat de reductie in het aantal cellen
groter is en de kans op een ‘trailing endpoint’ bijgevolg verkleint.
Twee factoren blijken de toename in het aantal cellen tussen 24u en 48u
in de controle te beïnvloeden: de glucoseconcentratie en de groeisnelheid van
de stam. In een glucose-arm milieu is de log-fase korter (Cuenca-Estrella et
al., 2001), wordt bijgevolg de stationaire groeifase vroeger bereikt en ligt de
maximale turbiditeit lager dan in een glucoserijk milieu. Dit verklaart de lagere
maximale absolute turbiditeiten in de controlekuipjes bij de NCCLS-procedure
tegenover de EUCAST-procedure. Het glucosegehalte heeft echter geen
invloed op de turbiditeiten in de kuipjes mét antimycoticum, aangezien
fluconazol de groei sterk afremt en daardoor de maximale turbiditeit (zoals in
de groeicontrole) niet binnen de 48u bereikt wordt. Bijgevolg leidt in de
NCCLS-procedure een kleiner verschil tussen de turbiditeit in het
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controlekuipje en de turbiditeit in de andere kuipjes tot een minder
uitgesproken reductie in groei, in vergelijking met de EUCAST-procedure.
Toevoeging van extra glucose in de NCCLS-procedure vermindert de ‘trailing’
van de ‘trailing’ stam, waardoor geen ‘trailing endpoint’ meer wordt verkregen.
De ‘trailing’ stam blijft echter toch nog meer ‘trailing’ vertonen dan de ‘non-
trailing’ stam. Het verschil in ‘trailing’ moet dus ook stamgebonden zijn.
De groeicurve toont dat de ‘trailing’ stam sneller groeit (kortere
verdubbelingstijd, kortere lag-fase) dan de ‘non-trailing’ stam, zowel in aan-
als in afwezigheid van fluconazol. Door zijn snellere groei zal de ‘trailing’ stam
vroeger de stationaire fase en de maximale turbiditeit in het controlekuipje
(zonder antimycoticum) bereiken. Ook in de kuipjes mét antimycoticum zal de
turbiditeit bij de ‘trailing’ stam sneller stijgen dan bij de ‘non-trailing’ stam.
Bijgevolg zal voor een sneller groeiende stam het verschil in turbiditeit tussen
het controlekuipje, waar de maximale turbiditeit bereikt is, en de kuipjes mét
fluconazol, waarin de turbiditeit snel stijgt, kleiner worden. Daardoor zal ook
de reductie in het aantal cellen/turbiditeit minder duidelijk waarneembaar zijn.
Fluconazol verlengt de verdubbelingstijd van de beide stammen in
dezelfde mate, wat impliceert dat beide stammen intrinsiek nagenoeg even
gevoelig zijn voor het antimycoticum (Arthington-Skaggs et al., 2002).
6.2.3 Trailing in de NCCLS-test
Samengevat kan op basis van de resultaten van dit onderzoek ‘trailing’ in
de NCCLS-test verklaard worden op basis van drie fenomenen:
1. Een lage concentratie aan glucose zorgt voor een lagere maximale
turbiditeit in de groeicontrole.
2. De maximale turbiditeit in de groeicontrole wordt sneller bereikt bij
een sneller groeiende stam.
3. De turbiditeit in de kuipjes met antimycoticum stijgt sneller bij een
sneller groeiende stam.
‘Trailing’ of een onduidelijke groeireductie (=reductie in relatieve
turbiditeit) ontstaat dus in een situatie waarbij de maximale turbiditeit in het
controlekuipje bereikt is, terwijl de turbiditeit in de andere kuipjes verder blijft
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stijgen, waardoor het turbiditeitsverschil tussen beide verkleint. Een ‘trailing
endpoint’ in een test wordt enkel bekomen op voorwaarde dat deze situatie
zich voordoet tussen 24 en 48u én het turbiditeitsverschil hierbij voldoende
verkleint. De kans dat een dergelijke situatie vóorkomt vergroot bij een laag
glucosegehalte (zoals in de NCCLS-test), omdat in de groeicontrole een
lagere maximale turbiditeit sneller bereikt wordt. De kans dat die situatie zich
meer bepaald voordoet tussen 24 en 48u is groter bij een sneller groeiende
stam, waarvoor de maximale turbiditeit vlugger bekomen wordt. Bij een sneller
groeiende stam zal ook het turbiditeitsverschil kleiner zijn, omdat de turbiditeit
in de kuipjes mét antimycoticum sneller stijgt.
Naast de invloed van het glucosegehalte en de groeisnelheid van een
stam is ook de kuipjesvorm een sleutelfactor in de ‘trailing’ van de NCCLS-
test. De ‘trailing’ in de NCCLS-procedure kan verminderd worden door het
gebruik van vlakke kuipjes (Fig. 7.18) of door de toevoeging van glucose
(zoals in Fig. 7.23), maar de ‘trailing’ kan enkel volledig uitgeschakeld worden
wanneer beide wijzigingen tegelijk worden geïncorporeerd. Het mechanisme
achter de invloed van de kuipjes en de interactie ervan met een stam- of
proceduregebonden eigenschap werden echter nog niet opgehelderd.
Omdat met een combinatie van beide wijzigingen dezelfde resultaten
bekomen worden als in de EUCAST-procedure, wordt geen verder onderzoek
uitgevoerd naar het 3de belangrijk verschil tussen beide methoden, nl. de
concentratie van het inoculum.
7. BESLUIT
VFC in combinatie met fluorescente probes voor de celvitaliteit en -
mortaliteit laat een meer genuanceerde evaluatie toe van het effect van
antimycotica op gistcellen dan de standaardmethoden. Bovendien kan met
VFC in combinatie met ChemChrome®V6 of SYTO9 de MIC sneller bepaald
worden dan met plaatmethoden en turbidimetrie. Ook voor de MFC-bepaling
kan VFC in combinatie met de fluorochromen DiBAC4(3) en SYTOX nuttig
zijn, aangezien de klassieke methoden hiervoor vaak minder geschikt zijn. De
bruikbaarheid van VFC met fysiologische probes voor de bepaling van de MIC
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en de MFC en de correlatie ervan met de klassieke susceptibiliteitstesten
moeten echter nog verder onderzocht worden.
Hoewel vele studies reeds de invloed van verschillende factoren zoals
de concentratie van het inoculum, de eindpuntsbepaling (24 of 48u), de pH,
het soort medium of buffer en de concentratie ervan op het ‘trailing’ fenomeen
nagegaan hebben, werden de echte mechanismen ervan tot dusver nog niet
achterhaald (Marr et al., 1999). Dit onderzoek toont aan dat het vóorkomen
van ‘trailing’ afhankelijk is van zowel stamgebonden eigenschappen
(groeisnelheid), als van proceduregebonen factoren zoals de vorm van de
kuipjes in de microtiterplaat en het glucosegehalte. Omdat de groeisnelheid
en daarmee samenhangend het tijdstip van de eindpuntsbepaling een
belangrijke rol spelen bij ‘trailing’, is het logisch dat alle factoren die de groei
beïnvloeden, zoals het glucosegehalte, de pH, de aard van de buffer, de
samenstelling van het medium en de groeifase van de cellen in het inoculum
(Pfaller et al., 2004; Marr et al., 1999), ook een effect zullen hebben op
‘trailing’. Een hoger glucosegehalte en microtiterplaten met kuipjes die een
vlakke bodem hebben zijn twee gerechtvaardigde wijzigingen in de EUCAST-
procedure in vergelijking met de NCCLS-procedure om ‘trailing’ te
verminderen. Het nut van een hoger inoculum in de EUCAST-procedure (1-
5x104 cellen i.p.v. 50-250 cellen) kan op theoretische basis echter in twijfel
getrokken worden. Bij een hoger inoculum zal het aantal cellen in de kuipjes
wel sneller de spectrofotometrische detectielimiet (>105 cellen/ml)
overschrijden, maar de stationaire fase en bijgevolg ook de maximale
turbiditeit in het controlekuipje zullen ook sneller bereikt worden. Dit zou de
‘trailing’ van snelgroeiende stammen (die de stationaire fase bereiken in <
48u) dus kunnen bevorderen. Daarentegen zou voor traag groeiende
stammen (die de stationaire fase bereiken in > 48u) de groeireductie
duidelijker waargenomen kunnen worden. Deze hypothese wordt ondersteund
door resultaten van anderen (Cuenca-Estrella et al., 2001).
Een ‘trailing endpoint’ zal enkel waargenomen worden in een situatie
waarbij het turbiditeitsverschil tussen het controlekuipje en de andere kuipjes
voldoende verkleint in de incubatieperiode tussen 24 en 48u. Om het ‘trailing
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endpoint’ fenomeen volledig uit te schakelen zou bijgevolg een
susceptibiliteitstest, na een eerste aflezing bij 24u, in een ideaal geval
definitief moeten afgelezen worden op het moment dat de maximale turbiditeit
in het controlekuipje net bereikt is. Bij een systematische definitieve aflezing
na 24u is er veel kans dat voor trager groeiende gisten de groeireductie
slechts weinig uitgesproken is ten gevolge van nog onvoldoende groei in de
controle. Hierdoor zouden dus meer isolaten voor resistent aangezien worden,
zoals gesuggereerd werd door St-Germain (2001). Bij een systematische
aflezing na 48u, zoals nu voorgesteld in de NCCLS-procedure, zal de
groeireductie bij snelgroeiende gisten niet zeer uitgesproken zijn, als gevolg
van een toegenomen groei in de kuipjes mét antimycotica versus een
gestagneerde groei in de controle. Hierdoor zullen dus meer stammen een
‘trailing endpoint’ vertonen en bijgevolg ook meer stammen als resistent
beschouwd worden. EUCAST stelt een definitieve aflezing voor na 24u, op
voorwaarde dat een minimale turbiditeit van 0,5 bereikt is in de controle, of na
48u indien dit niet het geval is. Hierdoor zal het eindpunt voor trager
groeiende stammen na 48u bepaald worden en voor snelgroeiende stammen
na 24u. Bijgevolg zal het aantal ‘trailing’ stammen sterk beperkt, maar nog niet
tot nul gereduceerd worden. Er is echter nog verder onderzoek vereist met
meerdere ‘trailing’ en ‘non-trailing’ stammen om deze hypothesen te
bevestigen.
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ALGEMEEN BESLUIT
Dit proefschrift vormt de neerslag van het eerste systematisch onderzoek
naar het potentieel van vaste fase cytometrie in de mycologie. Bij de aanvang
ervan waren slechts 2 studies (van de hand van T. Bauters uit hetzelfde
laboratorium) beschikbaar over het gebruik van VFC voor de detectie van
fungi (C. albicans en Cr. neoformans). Beide studies hadden vooral tot doel
de toepasbaarheid van deze techniek op klinische monsters (bloed, serum,
cerebrospinaal vocht) aan te tonen. In dit proefschrift ligt het accent op de
ontwikkeling van met VFC compatibele procedures voor de fluorescente
merking van fungi, met een tweevoudig doel:
1. De detectie van fungi, zowel in klinische als in niet-klinische monsters, met
name (i) de specifieke detectie van een doelmicro-organisme (A.
fumigatus) in sputum of BAL en (ii) de selectieve detectie van schimmel-
sporen en gisten, in aanwezigheid van bacteriën, in water.
2. De evaluatie van veranderingen in de fysiologie (celvitaliteit en –mortaliteit)
van gistcellen, na blootstelling aan antimycotica.
De specifieke of selectieve detectie van fungi in respectievelijk klinische
en niet-klinische monsters was echter niet mogelijk op basis van een
enkelvoudige groen-fluorescente merking, wegens een te lage fluorescentie-
intensiteit en/of een niet-homogene merking van de cellen, waardoor deze
met de ChemScan® software niet gediscrimineerd konden worden t.o.v. de
achtergrond. Beide objectieven konden enkel gerealiseerd worden door
gebruik van complexere procedures op basis van een dubbele merking en/of
een selectiviteitsverhogende pre-incubatie. Dat een specifieke detectie van
een doelbacterie met VFC evenmin voor de hand ligt, blijkt uit de
beschikbaarheid van slechts een beperkt aantal publicaties in dit verband. De
complexiteit van de ontwikkelde procedures, de huidige beperkte
toepassingmogelijkheden voor de detectie van slechts 3 klinisch relevante
fungi (nl. A. fumigatus, Candida spp. Cr. neoformans), uitsluitend in kritische
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patiënten, en de hoge kostprijs van de reagentia (7,5 euro per test bij gebruik
van ChemChrome®V6) en de apparatuur (170 000 euro), maken een
routinematig gebruik van VFC in een klinisch-mycologisch laboratorium echter
(nog) niet rendabel. Ondanks de ontwikkeling van nieuwe detectiemethoden
met een hoge diagnostische snelheid en gevoeligheid, zullen de traditionele
methoden (isolatie, microscopie, biochemische testen) voorlopig hun nut
blijven bewaren, dankzij hun eenvoud en lage kostprijs.
Voor de evaluatie van de leefbaarheid van gistcellen met VFC wordt een
‘panel’ van groen-fluorescente probes gebruikt. Vanuit zijn vermogen om
levende en (verschillende stadia van) dode cellen te differentiëren kan VFC
toepassing vinden in studies met betrekking tot de inwerking van antimycotica
op gisten en de kinetiek van celdood. VFC zal wellicht geen ingang vinden
voor de routinematige bepaling van de susceptibiliteit van fungi aan
antimycotica, omdat de noodzakelijke filtratiestap een technische
belemmering vormt voor een hoge ‘throughput’ van monsters. In dit onderzoek
werd aangetoond dat VFC wel een krachtig ‘onderzoekstool’ is voor het
nagaan van veranderingen in de celvitaliteit en -mortaliteit van gistcellen na
blootstelling aan antimycotica, voor de bepaling van de MIC en de MFC en, in
mindere mate, voor de studie van ‘trailing growth’ en ‘trailing endpoints’ in
susceptibiliteitstesten. Beide fenomenen zijn echter niet verklaarbaar vanuit
verschillen in de leven-dood status van de cellen van een ‘trailing’ en ‘non-
trailing’ stam, maar bleken eerder te wijten te zijn aan proceduregebonden
factoren (glucosegehalte, vorm van de kuipjes in de microtiterplaat) en
verschillen in groeisnelheid tussen beide stammen.
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Fungi, waartoe de schimmels en de gisten behoren, hebben de laatste
jaren aan belang gewonnen als opportunistische pathogenen in
immuungedeprimeerde patiënten. In Hoofdstuk 1 van het eerste deel
(Hoofdstuk 1, 2 en 3) van dit proefschrift wordt de achtergrond van schimmels
en gisten besproken evenals hun belang als veroorzakers van mycotische
infecties, en wordt een overzicht van de courante antimycotica voor de
behandeling hiervan gegeven. Deze aspecten worden uitvoeriger beschreven
voor Aspergillus fumigatus en Candida spp. In Hoofdstuk 2 worden de
algemene technieken behandeld die gebruikt worden voor de detectie van
fungi. Er wordt een onderscheid gemaakt tussen de standaard
kweektechnieken, de directe detectiemethoden, en de indirecte
detectiemethoden. Tot de directe methoden behoort de recent ontwikkelde
techniek van vaste fase cytometrie (VFC), die gebruik maakt van de
ChemScan® laserscanner. Deze techniek wordt gedetailleerd besproken in
Hoofdstuk 3. De VFC techniek werd ontwikkeld als antwoord op de stijgende
vraag naar nieuwe microbiologische methoden die snelheid met een lage
detectielimiet combineren. VFC laat toe om na fluorescente merking
enkelvoudige cellen van micro-organismen op een membraanfilter te
detecteren en te tellen, met een theoretische detectielimiet van 1 cel, in
minder dan 2 uur na de monstername. De toepassing van VFC is vooral
gesitueerd in het domein van de microbiologische monitoring van drinkwater
en van productieprocessen. Deze techniek werd echter weinig bestudeerd in
een klinische setting en werd voor de detectie van fungi, in tegenstelling tot
bacteriën, nog maar zelden toegepast.
In het tweede deel (Hoofdstuk 4 en 5) wordt het potentieel van VFC voor
de detectie van fungi nagegaan. De snelle en specifieke detectie van
welbepaalde pathogene fungi, zoals Aspergillus fumigatus, in klinische
monsters zou kunnen bijdragen tot een vroegere start van de antimycotische
behandeling, wat voor ernstig zieke patiënten levensreddend kan zijn. In
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Hoofdstuk 4 wordt de ontwikkeling beschreven van een VFC detectie-
methode voor A. fumigatus filamenten in BAL en sputum. Die omvat een
enzymatisch-chemische afbraak van het monster om de filtreerbaarheid ervan
te verbeteren, een membraanfiltratie over een 25mm filter en een fluorescente
merking. Deze merking kan ofwel direct na de filtratie gebeuren (i), ofwel na
een korte pre-incubatie waarbij, hetzij filamenten van andere schimmels
selectief geïnactiveerd worden (door blootstelling aan een hoge temperatuur
en een lage pH) (ii), hetzij A. fumigatus microkolonies worden gevormd (iii).
Enkel een niet-specifieke merking met ChemChrome®V6 maakt het mogelijk
om zonder pre-incubatie enkelvoudige filamenten binnen de 2u te detecteren.
De preliminaire pogingen om een specifieke merking van A. fumigatus
filamenten te bekomen door het gebruik van een fluorigeen substraat voor een
specifiek merkerenzym, van fluorescente oligonucleotide probes of
fluorescente antilichamen, waren niet succesvol. In de procedure (4u) van
selectieve inactivatie wordt een verhoogde specificiteit voor A. fumigatus
filamenten verkregen door onderdrukking van de ChemChrome®V6 merking
van filamenten van ‘non-target’ species en het gebruik van, theoretisch
species-specifieke, rood-fluorescente antilichamen (=dubbele merking). De
microkolonie-aanpak omvat een groeistap bij 45°C op een selectief medium,
waarna de bekomen microkolonies een dubbele merking ondergaan (groen-
fluorescent ChemChrome®V6 én rood-fluorescente antilichamen), gevolgd
door de scan en een microscopische inspectie van hun karakteristieke
morfologie. Deze procedure (8,5u) laat toe om A. fumigatus filamenten
ondubbelzinnig te onderscheiden van sporen en van filamenten van andere
schimmels. Zowel met de niet-specifieke als de specifieke VFC procedure
werden A. fumigatus filamenten in artificieel geïnoculeerde monsters
kwantitatief aangetoond. Tenslotte werden de procedures toegepast op verse
patiëntenmonsters.
Exogene bronnen van fungi zoals lucht en water kunnen als vehikel
fungeren voor de transmissie van fungi. In Hoofdstuk 5 worden ‘kritische’
waters, die een mogelijke bedreiging vormen voor risicopatiënten in het
ziekenhuis, als bron van fungi onderzocht met behulp van VFC. In deze
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waters is de bacteriële belading echter veel hoger dan het aantal aanwezige
fungi. In het VFC fungiprotocol, voorgesteld door Chemunex, wordt een deel
van deze bacteriën meegedetecteerd. Om de selectiviteit voor fungi te
verbeteren wordt een gemodificeerde VFC procedure, die gebruik maakt van
een dubbele merking, ontwikkeld. Deze extra selectiviteit is gebaseerd op (i)
het wassen van de filters met een poriëngrootte van 2,0µm, (ii) de toevoeging
van chloramfenicol dat de groei van bacteriën tijdens de pre-incubatie remt,
(iii) een ChemChrome®V6 merking bij 30°C en een verlengde pre-incubatie,
waardoor de fluorescentie-intensiteit van de fungi versterkt wordt, (iv) een
langere blootstelling van de membraanfilter aan ChemSol®B2, dat de
ChemChrome®V6 merking van bacteriën onderdrukt en (v) het gebruik van
een TRITC-ConA merker, die door zijn hoge affiniteit voor fungi een
ondubbelzinnig onderscheid met bacteriën toelaat bij de microscopische
validatie. Deze gemodificeerde VFC fungiprocedure werd toegepast voor de
selectieve detectie van fungi in behandelde hospitaalwaters, dialysaten en
endoscoop spoelwaters. In vergelijking met de plaatmethoden is deze VFC
procedure sneller en gevoeliger. Daarnaast bevorderde ook het gebruik van
selectieve i.p.v. algemene media de opbrengst van fungi uit water. In
dialysaten en endoscoop spoelwaters bleken fungi slechts sporadisch voor te
komen.
In het derde deel (Hoofdstuk 4 en 5) wordt het potentieel van VFC voor
studies m.b.t. de leefbaarheid van gisten nagegaan. Fluorescente probes, die
op specifieke celstructuren of –activiteiten aangrijpen, leveren informatie op
over de leven-dood status van de cel. Tot nog toe wordt in VFC bijna
uitsluitend gebruik gemaakt van het ChemChrome®V6 (carboxyfluoresceïne
diacetaat), een substraat voor esterasen. Met deze merker worden enkel
leefbare, d.w.z. intacte en metabool actieve, cellen gemerkt. Andere groen-
fluorescente fysiologische probes werden voor fungi nog niet, en voor
bacteriën slechts in beperkte mate, toegepast in VFC. In Hoofdstuk 6 wordt
aangetoond dat VFC in combinatie met verschillende fluorochromen toelaat
om naast levende Candida spp. cellen (ChemChrome®V6), ook de dode
(SYTOX, DiBAC4(3)) en het totaal aantal (SYTO9) cellen te tellen. Dit is ook
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mogelijk in een mengsel van levende en dode cellen, geproduceerd door hitte-
afdoding of blootstelling aan amfotericine B. Er wordt daarbij subtielere
informatie bekomen over de celvitaliteit of –mortaliteit, zoals geïllustreerd
wordt door de resultaten van een experiment met amfotericine B: de ‘dode’ C.
albicans cellen bleken na inwerking van dit antimycoticum enkel gemerkt te
worden met een probe voor gedepolariseerde membranen (DiBAC4(3)), maar
niet met SYTOX, een indicator van een gecompromitteerde membraan-
integriteit.
Met VFC en fluorescente probes kan dus meer inzicht in de
gradatie/stadia van celdood, bv. na contact met een antimycoticum, verkregen
worden dan met de kweekmethoden. In Hoofdstuk 7 wordt de toepassing van
een ‘panel’ van fluorescente probes in combinatie met VFC beschreven voor
de bepaling van de minimaal inhiberende concentratie (MIC) en de minimaal
fungicide concentratie (MFC), en voor de studie van het ‘trailing’ fenomeen in
susceptibiliteitstesten. Er wordt aangetoond dat, in vergelijking met de
klassieke methoden, met fluorescente probes en VFC (i) een meer
genuanceerde evaluatie mogelijk is van het effect van antifungale middelen op
gistcellen, (ii) de MIC sneller bepaald kan worden (ChemChrome®V6 of
SYTO9 merking) en (iii) een nauwkeurigere MFC-bepaling mogelijk is
(DiBAC4(3) en SYTOX merking). Het ‘trailing’ fenomeen in de NCCLS-
procedure zou in theorie veroorzaakt kunnen worden doordat een groter
percentage aan cellen de inwerking van het antimycoticum overleeft bij een
‘trailing’ stam in vergelijking met een ‘non-trailing’ stam. Dit zou een sterkere
toename in groei tussen 24u en 48u kunnen verklaren bij de ‘trailing’ stam.
Met behulp van VFC en fluorescente probes voor levende en dode cellen kon
deze hypothese echter niet bevestigd worden. Uit aanvullende studies bleek
dat eerder proceduregebonden elementen (glucosegehalte, vorm van de
kuipjes in de microtiterplaat) evenals stamgebonden eigenschappen
(groeisnelheid) aan de basis liggen van ‘trailing’ in de NCCLS-procedure, in
tegenstelling tot de EUCAST-procedure. De ‘trailing’ kon verminderd worden
door het gebruik van microtiterplaten met vlakke kuipjes of door toevoeging
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van extra glucose, maar kon enkel volledig uitgeschakeld worden wanneer
beide wijzigingen tegelijk werden geïncorporeerd.
Samengevat werd in dit proefschrift aangetoond dat VFC in het
mycologisch onderzoek, binnen een klinische context, potentieel heeft voor
ten minste drie doeleinden:
1. De specifieke detectie van integrale cellen van een doelmicro-organisme
(A. fumigatus) in filtreerbare patiëntenmonsters, via een combinatie van
microkolonievorming of selectieve inactivatie met een dubbele merking en
microscopische inspectie van de fluorescente ‘spots’.
2. De selectieve detectie van schimmelsporen en gisten, in aanwezigheid van
bacteriën, in water.
3. De studie van veranderingen in celvitaliteit en -mortaliteit (leven-dood
status, stadia van afsterving) van gistcellen na de inwerking van
antimycotica en de bepaling van de MIC en de MFC in susceptibiliteits-
testen.
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SUMMARY
Moulds and yeasts have become increasingly important as opportunistic
pathogens in immunocompromised patients. Chapter 1 of the first part
(Chapters 1, 2 and 3) of this thesis is concerned with the general background
to the fungi and their clinical importance as human pathogens, and gives a
brief overview of the most commonly used antimycotic agents. Aspergillus
fumigatus and Candida spp. are addressed in particular. Chapter 2 deals with
the general techniques used for the detection of fungi. These techniques
include culture, the direct detection of fungal cells and the demonstration of
fungal subunits. The direct technique Solid Phase Cytometry (SPC) is based
on the use of a laser scanner called the ChemScan®. The principles of SPC
are explained further in Chapter 3. A key issue in the development of SPC
has been the need of new microbiological methods that are capable of
combining speed with a high sensitivity. SPC allows the detection of viable
microbial cells after fluorescent labelling, with a detection limit of a single cell,
in less than two hours from sampling. It has become a powerful tool for real-
time monitoring of the microbiological quality of water and production
processes. The application of this method has not yet been extended to a
clinical setting or for the detection of fungi, unlike bacteria.
The second part (Chapters 4 and 5) of this thesis focuses on the
potential of SPC for the detection of fungi. A rapid and specific detection of
pathogenic fungi, such as A. fumigatus, in patient samples would prompt to an
early antimycotic therapy and could thus save the life of critically ill patients.
Chapter 4 describes the development of an SPC based procedure for the
detection of A. fumigatus hyphae in BAL and sputa. This procedure involves a
dedicated enzymatic-chemical pre-treatment of the sample to enhance its
filterability, membrane filtration, and fluorescent labelling. The fluorescent
labelling is either carried out directly after filtration (i), after application of
cellular stress conditions (high temperature, low pH) to inactivate hyphae of
non-target species (ii) or after a pre-incubation to yield A. fumigatus
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microcolonies. Direct fluorescent labelling without pre-incubation, based on
the cleavage of the viability substrate ChemChrome®V6, allows a non-specific
detection of fungal hyphae by SPC within 2h. Attempts to label A. fumigatus
hyphae specifically, using the cleavage of a fluorogenic substrate by a
species-specific enzyme or the use of fluorescent oligonucleotide probes or
antibodies, were unsuccessful. The inactivation of hyphae of non-target
species, resulting in a loss of their ChemChrome®V6 labelling, unlike that of A.
fumigatus, and the additional use of red fluorescent antibodies (=double
labelling), increased the specificity for A. fumigatus. In the microcolony
approach, this double labelling, consisting of the combination of
ChemChrome®V6 and red fluorescent antibodies, was preceded by a selective
growth step at 45°C to yield A. fumigatus microcolonies, and was followed by
the scan and microscopic inspection of the characteristic morphology of A.
fumigatus. This procedure allows the unequivocal differentiation of A .
fumigatus hyphae from spores or hyphae of other fungi within 8.5h. Low
numbers of A. fumigatus have been detected in spiked samples, using both
the non-specific and specific SPC procedure. The applicability of the method
to ‘real’ samples was also demonstrated in a limited number of fresh A.
fumigatus positive patient sputa.
Environmental sources such as water and air can act as a transmission
route for fungal pathogens. Chapter 5 deals with the SPC detection of fungi in
‘critical waters’, posing a risk to immunocompromised patients in the hospital.
In these waters, the numbers of bacteria substantially exceed those of fungi.
In the SPC protocol, described by Chemunex, part of the bacteria are also
detected. To improve the selectivity for fungi, a modified SPC procedure using
a double labelling was developed. The extra selectivity originates from (i)
rinsing of the 2.0µm pore size membrane filters, (ii) addition of
chloramphenicol to the swelling buffer to inhibit bacterial growth during the
pre-incubation, (iii) extended incubation at 30°C on ChemChrome®V6 to yield
a higher fluorescence intensity of fungi, (iv) extended exposure of the
membrane filter to ChemSol®B2, inhibiting the ChemChrome®V6 labelling of
bacteria and (v) the use of TRITC concanavalin A, exhibiting a strong affinity
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for fungi, unlike bacteria. The applicability of this procedure was demonstrated
in hospital waters, dialysis fluid and endoscopic rinse waters. Compared to the
culture based methods, this SPC procedure is more rapid and has a lower
detection limit. More selective media yielded a higher recovery of fungi from
water than low nutrient media. The occurrence of fungi in dialysis fluid and
endoscopic rinse water was only sporadic.
The third part (Chapters 6 and 7) concentrates on the potential of SPC
for the evaluation of the viability of yeasts. Fluorescent probes, targeting
different physiological functions or cellular structures, provide useful
information about the live-dead status of the cells. So far, ChemChrome®V6, a
carboxyfluorescein diactetate substrate, cleaved in metabolically active cells
by esterases to yield free carboxyfluorescein, has been used most in SPC.
The charged carboxyfluorescein is only retained in ‘viable’ cells with an intact
cell membrane. Other green fluorescent probes have only occasionally been
used in SPC for the labelling of bacteria, but not yet of fungi. Chapter 6
describes the combination of SPC with six other green fluorescent probes for
the labelling of dead or live+dead cells of Candida spp. SPC allows the
detection of live cells (ChemChrome®V6 labelling), of cells with a damaged
and a depolarized membrane, respectively (SYTOX and DiBAC4(3) labelling),
and of live plus dead cells (SYTO9 labelling). In mixtures of live and dead
cells, obtained after heat-treatment or exposure to amphotericin B,
differentiation between both is possible. Subtle information is obtained about
cell vitality and mortality, as illustrated by an experiment with amphotericin B:
after exposure to this antifungal agent, the ‘dead’ Candida albicans cells had
surprisingly retained their membrane integrity (no SYTOX labelling), but had
lost their membrane potential (DiBAC4(3) labelling).
Unlike culture-based methods, VFC with fluorescent probes is able to
demonstrate pre-lethal alterations in the cellular physiology, e.g. after
treatment with antifungal agents. Chapter 7 deals with the application of a
panel of fluorescent physiological probes in SPC for the determination of the
minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum fungicidal
concentration (MFC), and for the study of trailing in susceptibility tests.
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Compared to the culture-based methods, the use of fluorescent probes and
SPC allows (i) a more subtle evaluation of the effect of antifungal agents on
yeast cells, (ii) a more rapid assessment of the MIC (ChemChrome®V6 or
SYTO9 labelling) and (iii) a more accurate determination of the MFC
(DiBAC4(3) and SYTOX labelling). Trailing in the NCCLS susceptibility test
could theoretically be caused by a larger percentage of cells surviving the
antifungal treatment in case of a trailing strain compared to a non-trailing
strain. This could account for a higher increase in growth of the trailing strain
between 24 and 48 hours. However, using SPC and fluorescent probes for
live and dead cells, this hypothesis could not be confirmed. Additional
research showed that trailing was rather caused by procedure dependent
factors (concentration of glucose, shape of the wells in the microtiter plate), as
well as strain dependent characteristics (rate of growth) in the NCCLS test but
not in the EUCAST test. The trailing effect could be reduced by the use of
flat–bottom wells or the addition of extra glucose, but was completely
eliminated only if both modifications were incorporated.
In conclusion, this thesis shows the potential of SPC in mycological
research, within a clinical setting, for at least three purposes:
1. The detection of whole cells of a target micro-organism (A. fumigatus) in
filterable patient samples, using a combination of microcolony formation or
selective inactivation with a double labelling and microscopic inspection of
the fluorescent spots.
2. The selective detection of mould spores and yeasts in the presence of
bacteria in water.
3. The study of alterations in fungal cell vitality and mortality (live-dead status,
degree of cell-death) after treatment with antifungal agents and the
determination of the MIC and MFC in susceptibility tests.
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VERKLARENDE WOORDENLIJST
Adhesine Bindingsfactoren, elk eiwit van de buitenwand van een micro-organisme dat
betrokken is bij de adhesieprocessen die ervoor zorgen dat het micro-
organisme zich aan een oppervlak kan vast hechten.
Aliquot Een gemeten deel van monster dat gebruikt wordt voor een analyse. Een of
meer aliquots vormen een monster.
Alveolitis Ontsteking van de longblaasjes.
Ascomycota Naam van een groep fungi die sporen dragen in een zakvormige structuur, de
ascus genaamd.
Autofluorescentie Inherente fluorescentie aanwezig in weefsels, veroorzaakt door endogene
moleculen die licht absorberen.
Bactericide Antimicrobiële stof dat de werking van bacteriën inactiveert, veelal door lyse
van de cel.
Bacteriostatisch Antimicrobiële stof dat de groei van bacteriën remt.
Basidiomycota Naam van een groep fungi die seksuele sporen dragen op een basidium, een
traanvormige cel.
Breekpunten Dit zijn vastgestelde MIC waarden voor in-vitro testen die gelinkt zijn met een
bepaalde klinische respons op basis van in-vivo studies.
Chitine De structurele hoofdcomponent van de celwand van de hogere fungi, een
polymeer van N-acteylglucosamine.
Collagenolytische Oplossen of afbraak van collageen, dit is een eiwitbestanddeel uit
bindweefselvezels of (kraak)been.
Columnaat Conidia gevormd in ketens die coherent in kolommen geschikt zijn.
Conidia Ongeslachtelijk gevormde sporen.
Conidiofoor Gespecialiseerde en gedifferentieerde structuur van een hyfe die conidia
draagt.
Contaminatie Aanwezigheid of groei van ongewilde micro-organismen in een medium
waarin normaal géén, één soort of een aantal soorten micro-organismen
verwacht worden.
Cytoplasma Celplasma, vloeibare bestanddeel van een cel.
Dichotoom Gesplitst, met twee symmetrische vertakkingen.
Elastolytisch Afbraak van elastine, dit is een eiwit in elastische vezels.
Endoplasmatisch
reticulum
Een netwerk van membranen in het celplasma dat bestaat uit 2 bijna tegen
elkaar liggende membranen, zodat afgeplatte holten en kanalen ontstaan.
Het heeft een functie bij de eiwitsynthese en transport van stoffen.
Ergosterol Een sterol dat voorkomt bij fungi, vnl. bij gisten, en dat het ergocalciferol
(vitamine D2) vormt o.i.v. UV stralen.
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(vitamine D2) vormt o.i.v. UV stralen.
Fagocytose De vernietiging van in het organisme binnengedrongen micro-organismen
(bacteriën, fungi) door fagocyten, dit zijn macrofagen of cellen met
lysosomale activiteit.
Fialiden Cel met een terminale opening waardoor repetitief conidia uit geproduceerd
worden.
Fissie Binaire fissie is een aseksueel voortplantingsproces waarbij de cel zich deelt
in twee gelijke, of bijna gelijke delen door een inwaartse ingroei van het
plasma membraan.
Fungicide Antimicrobiële stof dat de werking van fungicellen inactiveert, veelal door lyse
van de cel.
Fungistatisch Antimicrobiële stof dat de groei van fungicellen remt.
Gedissemineerde
infectie/mycose
Groei van fungi in verschillende diepe organen die op een afstand van elkaar
gelokaliseerd zijn.
Granulocyten Witte bloedcel met korrels in het cytoplasma. De neutrofiele, basofiele en
eosinofiele granulocyten zijn respectievelijk verbonden met fagocytose,
allergische reacties en ontstekingen.
Granulomateuze
ziekte
Ziekte die wordt gekenmerkt door vorming van granulomateus weefsel, dit is
een korrelig weefsel.
Hemodialysefiltratie Combinatie van een hemodialyse en een hemofiltratie, waarbij
dialysevloeistof als infusievloeistof gebruikt wordt.
Heterotroof Een organisme is heterotroof als hij zijn organisch celmateriaal opbouwt uit
organische stoffen en dus afhankelijk is van andere organismen.
Immuunsuppressief Een onderdrukkende werking uitoefenen op het immuunsysteem.
Immuuncompetent Met een goed werkend immuunsysteem, het vermogen om op antigenen te
reageren door vorming van antistoffen door B-lymfocyten of door cellulaire
immuniteit door T-lymfocyten.
Immuun-
gedeprimeerd
Een onderdrukt immuunsysteem, tekort schieten van de immuunreactie t.g.v
een stoornis in de functie van B-cellen of T-cellen.
Invasief Penetratie doorheen levend weefsel van een gastheer.
Isolaat Een stam van een micro-organisme die vanuit zijn niche als een zuivere
cultuur wordt opgekweekt.
Knopvorming Discrete celreproductie bij gisten door een lokale inflatie van de wand.
Kolonisatie Aanwezigheid van fungi in een gastheer zonder rechtstreekse schade te
veroorzaken.
Longparenchym Werkzame weefsel in de long, in tegenstelling tot steunweefsel.
Longfibrose Toename van bindweefsel in de longen als gevolg van bv. infectieuze en
allergische longziekten.
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Metabolieten Chemische stof die tijdens de stofwisseling wordt gevormd.
Metulae Cel of korte vertakking op een vesikel die fialiden draagt.
Mitochondriën Ovale of bolvormige celorganellen die een grote rol spelen in de
celstofwisseling omdat hier de verbrandingsprocessen plaatsvinden waarbij
de energierijke verbinding ATP wordt gevormd.
Neutrofielen Zie granulocyten.
Neutropenie Vermindering van hoofdzakelijk neutrofiele granulocyten door een gestoorde
aanmaak of verhoogde afbraak.
Nosocomiaal Infectie die in het ziekenhuis worden opgedaan, secundair aan een reeds
bestaande ziekte.
Opportunistische
mycose
Infectie veroorzaakt door een schimmel of gist die in normale
omstandigheden zijn niche buiten het lichaam van een zoogdier heeft, maar
onder bepaalde omstandigheden, zoals bij de accidentele contaminatie van
personen met een onderdrukte afweer, systemische infecties kunnen
veroorzaken.
Pathogeen
(ecologisch)
Micro-organisme die aangepast is om uit een gastdier of –mens zijn voordeel
te halen voor overleving en evolutie. Deze term wordt ook gebruikt om te
refereren naar species.
Pathogeen
(medicinaal)
Een micro-organisme die een infectie kan veroorzaken, dikwijls gebruikt i.p.v.
stam.
Post-antifungaal
effect
Een term waarmee het groeionderdrukkend effect van een antimycoticum op
fungicellen wordt aangeduid dat een welbepaalde tijd blijft voortduren na een
(kort) contact van die cellen met dat antimycoticum.
Pseudo-mycelium Geheel van draadvormige structuren, gevormd door een aaneenschakeling
van coherente gistcellen.
Pulmonair embool Een prop (bloedstolsel, gezweldeeltjes, luchtbel, ziektekiemen..) die door de
lymfe- of de bloedstroom wordt voortbewogen en ter hoogte van de longen
blijft steken, waardoor een verstopping wordt veroorzaakt.
Pyrogenen Pyrogenen of koortsopwekkende stoffen kunnen zowel componenten van
bacteriën, virussen of fungi zijn, evenals steroïden, polynucleotiden en
bepaalde synthetische additieven in farmaceutische preparaten.
Pyrogene reactie Een reactie van het lichaam op pyrogenen die zich in het algemeen uit door
rillingen, rood aanlopen en eventueel koorts.
Radiaat Divergerende, uit elkaar liggende ketens van conidia.
Sarcoïdose Chronische systeemziekte met onbekende oorzaak, gekenmerkt door
granulomateuze vormsels in verschillende organen.
Sporangium Elke structuur die ongeslachtelijke schimmelsporen bevat.
Spore Algemene benaming voor reproductieve cellen van fungi.
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Stipe Deel van de conidiofoor waarop het vesikel ingeplant staat en dat met een
voetcel verbonden is aan andere filamenten.
Systemische mycose Gelokaliseerde groei van fungi in een dieper gelegen orgaan of weefsel.
T-cel en B-cel
activatie
Plasmacellen (B-cellen) of geactiveerde T-lymfocyten (T-cellen) die een
functie hebben in respectievelijk de humorale en de cellulaire
immuniteitsreactie.
Thermofiel Micro-organismen die een optimale groei vertonen bij hogere temperaturen.
Traumatisch
inoculum
Een injectie van micro-organismen ten gevolge van een verwonding.
Vesikel Gezwollen uiteinde van een conidiofoor die conidia draagt.
Voetcel Element van een hyfe van waaruit de stipe ontstaat.
Zygomycota Lagere schimmels zonder tussenschotjes in de hyfen en met een
levenscyclus die een geslachtelijk en een ongeslachtelijk stadium bevat. De
geslachtelijke voortplanting vindt plaats door versmelting van twee draden,
waarna zygosporen ontstaan. De ongeslachtelijke voortplanting vindt plaats
door middel van sporen.
Zwarte gisten De zwarte gisten zijn dimorfe fungi die zwarte knopvormende cellen vertonen
in ten minste één fase van hun voortplanting. Zij kunnen ook voorkomen
onder een filamenteuze vorm met rechtopstaande conidioforen, zoals
wanneer het vochtgehalte laag is. Over het algemeen kunnen zij gemakkelijk
niet-optimale groeiomstandigheden verdragen. Hun zwarte kleur wordt
veroorzaakt door een hoog melaninegehalte.
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